Mecanismo de regulación de la fosfodiesterasa de AMP cíclico del hongo dimórfico Mucor rouxii por fosforilación y proteólisis : Variaciones de las formas enzimáticas durante el crecimiento filamentoso by Kerner, Néstor Alberto
Mecanismo de regulación de la fosfodiesterasa de
AMP cíclico del hongo dimórfico Mucor rouxii por
fosforilación y proteólisis : Variaciones de las
formas enzimáticas durante el crecimiento
filamentoso
Kerner, Néstor Alberto
1985
Tesis Doctoral
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
Universidad de Buenos Aires
www.digital.bl.fcen.uba.ar
Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar
Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales de la Biblioteca Central Dr. Luis
Federico Leloir. Su utilización debe ser acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la
fuente. 
This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico Leloir.
It should be used accompanied by the corresponding citation acknowledging the source. 
Fuente / source: 
Biblioteca Digital de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales - Universidad de Buenos Aires
1 FACULTAD DE CIENCIAS EXACTS Y . NATURALES 
! 
~ C A N I W O  OE REGUA~SON SE 'Q ~ ~ I ~ E R A ~  c.. - . 
L >  - . 
\ .  ' 
AHP C ~ C I I ~ O  . -. in H~~ D M O A I ~  ~ i i n , - , ~ ~ . : ~ $ ~  jdrc-.  . 
. ' -_.  ..+I .-.' . I .  . , 
. , FOSFORILACI~ Y PI(OTEOLISI$-~- . , . , . . 
** 
-3 ; , 
I 
VARIAC IONES DE !A$ F O W  '.EN<IMT!CA~. 
DWE EL C R F C J ~ ~ T O  PIUWFITQSO :; i 
% .  
, . I  
ANOR:  WCstor AJbt!vtc~ krner .. . . I  
' -. 
DIRECTOR: Dra. '&Ma  Susana Di Bernsrdo.deL?auemh - 
- I- . WGAR DE TRPBAJO: Departwento de Qu$mica $ioltigka ' ' : . . ,  . . - ,
, , <7- 
-* : I Fa6ul tad da tie nci as'- h x a c , ~  y fUdtur&ki 
* ,  t . ,.,- 1 - *  
- -1 - t .. ' . 
I * < ,  * - , < 1 
. .') I *  
-. 
i 
Tesis presentada para optar pcp-'ejt f ty lo  qltj 
A m i s  padres 
A l a  Dra. Susana Passeron por sus enseiianzas y apoyo constante y ge- 
neroso, y por haberme dado l a  oportunidad de in ic iarme en l a  invest iga-  
c idn bioqufmica. 
A S i  1 v i a  Moreno y a Ricardo Pastor i  por todas l a s  ensefianzas impar t i -  
das, l a  dedicacidn brindada, e l  a l  i en to  y e l  car i f io siempre presentes en 
todos y cada uno de 10s d ias de t rabajo.  
A Mauricio Se ige lch i fe r  por  l a  amistad, e l  compaiierismo y l a  compren- 
s i6n que tanto han s i gn i f i cado  para m i .  
A mis compaiieros y amigos del labora to r io  C r i s t i n a  Paveto, Miguel 
Galvagno y Maria Leonor Cantore por 10s gratos momentos ,v iv idos,  l a  co- 
laboracidn pernlanente y todas l as  enseiianzas que me han dado. 
A l a  Dra. Cr is t ina  Maggese por e l  asesoraniento y apoyo brindados en 
todo momento. 
A fa Sra. A l i c i a  B. de Alcaraz y a l a s  Stas. Ema ~alderramos y ~ o e m i  
Argue1 1 o por 1 a bondad c o t i  d i  ana y 1 a esmerada as i  s tenc i  a tgcn i  ca propor- 
cionada. 
A P a t r i c i a  Reynal y a t k r i ana  Quesada por su gran col  aboracidn en to- 
dos 10s aspectos administrat ivos.  
A1 personal de niantenimiento de l a  Facultad de Ciencias Exactas y Na- 
t u ra les  por su e f i c i e n t e  in tervenc idn en l a  reso l  ucidn de 10s prob l  emas 
t6cn i cos . 
A 10s miembros del Departamcnto de Quimica Bioldgica p r  la generosa 
cooperacidn brindada, en particular a todos 10s miembros Jel PRHO?!. 
A1 Consejo fdacional de Investigaciones Cientificas y Tecnicas 
(COSJ ICET) por habem otorgado 1 as becas que hi cieron pos ibl e desarrol lar 
este trabajo. 
A la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. 
I N D I C E  
WKEVIATURAS Y S IMOLOS 
INTRODUCCION 
I .  LA FOSFODIESTERASA.DE NUCLEOTIDOS CICLICOS 
11. EL AMP c i c l  i c o  
11.1. El  segundo mensajero 
11.2. tktabol.ismo del AMP c i c l i c o ,  su s i n t e s i s  y su acci6n 
11.2.1. Adeni lato c i c l asa  
11.2.2. Qui nasas de protefna 
11.2.3. Fosfatasas de fosfoproteinas . 
111. LA DEGRADACLON DEL NIP c i c l i c o  
Las fosfodiesterasas de nucledt idos c i c l  icos 
111.1. Formas mi i l t i p les  en 10s t e j i d o s  de 10s organismos 
superi ores 
111.2. El problema de l a  nomenclatura 
111.3.  La determinaci6n de l a s  d i s t i n t a s  formas enzimit icas 
111.3.1. La espec i f i c idad  de sust ra to  
111.3.2. La acci6n de 10s efectores enddgenos 
I 11.3.3. Las propiedades f i s i c a s  
111.3.4. E l  examen inmunoldgico 
111.4. Las propiedades de 1 as d i s t i  ntas formas e n z i ~ t i c a s  
111.4.1. La forma ac t i vab le  por calcio-calmodulina 
111.4.2. Fosfodiesterasas que unen GMP c i c l i c o  
a)  Fosfodiesterasas de C4P cicl ico, activada 
por 1 uz de bastoncillos de retina 
b )  Fosfodiesterasa de nucledtido cfclico 
estimulada por GHP cic l ico  
c) Fosfodiesterasas que unen Gt!P cicl  ico en 
plaquetas y puldn 
111.4.3. Forma especifica de Af4P cicl ico 
111.4.4. Otras fosfodiesterasas de nucle6tidos cfcl icos 
111.5. Variabilidad del equipaniento de fosfodiesterasas 
de 1 os t e j i  dos 
111.6. Regulacidn fisioldgica de las fosfodiesterasas 
111.6.1. Regulacibn por 10s sustratos 
111.6.2. Regulacibn de la  PDE activable por calcio, Acci6n 
de lipidos y fosfolipidos 
111.6.3. Regulacidn por prote6l isis 
111.6.4. Regulacidn por insulina. Fosforilaci6n de l a  
fosfodiesterasa 
111.6.5. Acciones hormol~ales diversas sobre las 
fosfodiesterasas 
111 .S,G. Fen6menos de regulaci6n lenta 
111.7. Fosfodi esterasas en plantas superi ores 
111.8. Fosfodiesterasas en eucari ontes inferiores 
IV. DI110RFIS110 EN MUCOR. ACCIOT4 DEL A3P ciclico 
V. MTECEDENTES Y OB JET IVOS 
1.. PREPARAC ION DEL MATERIAL B IOLOGICO 
1.1. Organismo u t i l i z a d o  
1.2. Obtencidn de esporas y mantenimiento de l a  cepa 
1.3. Cul ti vos 
2. PREPARACION DE EXTRACTOS ENZIMATICOS 
2.1. Preparaci6n de ext ractos de 10s d i s t i n t o s  estadios 
del crecimiento f i l  arflentoso 
2.1.1. tl6todo de ruptura suave 
2.1.2. Metodo de ruptura d r i s t i c o  
2.2. Preparaci6n de extractos de esporas de 11. r o u x i i  
3. PURIFICACION PARCIAL DE LA ACTIVIGAD DE 
FOSFODIESTERASA DE N I P  c i c l  i co 
3.1. Cromatografia en DEAE-cel u l  osa 
3.2. Cromatografia en Sephacryl S-300 
3.3. Cromatografia en Sephadex 6-100 
4. OSROS PASOS DE PURIFICACION 
4.1. Cromatoyaf i a  en Azul 2-ag.arosa 
4.1.1. Eluci6n por fuerza idn ica  y At4P c i c l i c o  
4.1.2. Eluci6n por aumento & pH 
4.2. Cromatografia en KIP c i c l i c o  - acjarosa 
5. CEIiTRIFUGACIOI'I EN GPADIENTES DE SACAROSA 
6. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILArlIDA 
6.1. Procesamiento de 10s ge les despu6s de e l ec t ro fo res i s  
6.1.1. T inc i6n  para proteinas. Autor rad iograf ia  
6.1.2. Dosaje de ac t i v idad  de fas fod iesterasa y de 
incorporaci6n de 3 2 ~  a prote ina en 10s geles 
de pol i a c r i  1 mi da 
7. FOSFORILACIOfi DE LA FOSFODIESTERASA POR MEDIO DE LA 
SUBUNIDAD CATALITICA DE LA QUINASA DE PROTEIHA 
DEPENDIENTE DE AHP c i c l i c o  
8. TRATAMIENTO CON TRIPSINA DE LA PREPARACION DE 
FOS FOD I ESTE RASA 
8.1.. T r ips in izac i6n  de l a  f racc i6n  PDE I 
9. TRATAtlIENTO DE LA PREPARACION DE PDE E1"J CONDICIONES 
FAVORABLES A LA. PRUTEOLISIS ENDOGENA 
10. METODOS DE ENSAYO 
10.1. ~ n s a y o  habi tua l  de PDE de AiIP c i c l i c o  
10.2. Act ivaci6n de l a  PDE por  t r i p s i n a  
10.3. Act ivaci6n de l a  PDE por f o s f o r i l a c i 6 n  
10.4. Act i v idad  de PDE medida despugs de e l e c t r o f o r e s i s  
en gel 
10.4.1. Act ivacidn por  t r i p s i n a  de l a  PDE despugs de 
e l ec t r o fo rds i  s en gel de po l iac r i l amida  
10.4.2. Act ivaci6n de l a  PDE por f o s f o r i l a c i b n  
despuk de e lec t ro fo res i s  en gel  de 
po l iac r i l amida  
10.5. Ensayo de ac t i v i dad  de.quinasa de prote ina 
10.6. Ensayo de o t ras  a c t i v i  dades enzirntiticas 
10.6.1. Act iv idad de peroxidasa 
10.6.2. Act iv idad de fosfa tasa a l c a l i n a  
10.6.3. Ac t i v idad  de glucosa oxidasa 
10.6.4. Act iv idad de. 8-gal actosidasa 
10.7. Ensayo de proterna 
11. DETERHINACIOH Y CALCULO. DE LOS PARAMETROS FISICOS 
E HIDRODINAHICOS 
- - - -  
11.1. Radio de Stokes 
11.2. Coefi c i  ente de sedimentaci 6n 
11.3. Peso molecular 
11.4. Coef ic iente frictional 
11.5. Parzmetros de 1 as proteinas* marcadoras 
12. DETERMINACION JE LOS VALORES DE LOS PARAMETROS CINETICOS 
13. OTRAS TECNICAS APLICADAS 
32 13.1. S in tes i s  de ATPAY P ] 
3 13.2. Pu r i f i cac idn  del RIP c i c l i c o 4  H I 
14. MED.1 CION DE LA RADIOACTIV IDAD 
15. REACTIVOS UTILIZADOS 
RESULT ADOS 
1. Variaciones de la forma molecular de la  PDE segfn 
el estadi o del crecimiento f i l  amentoso 
2. Actividades proteol iticas y activacidn de la PDE 
de :,I. rouxii 
3. Purificaci6n parcial de la forma activable de PDE 
4. Estudio de 10s pardmetros fisicos 
5. Hecanismo de regulaci6n por fosfori laci6n y protedlisis 
DISCUSION 
BIBLIOGRAFIA 
- 
ABREVIATURAS Y SIMBOLOS 
AMP c j c l  ico: 3 ' 4 '  Adenosina monofosfato c i c l i c o  
5 '  AMP: 5'  Adenosina monofosfato 
ATP: 5 '  Adenosina t r i f o s f a t o  
CMP c i c l  ico:  3'-5' C i t i d ina  monofosfato c i c l  i co  
cpm: cuentas por minuto 
DEAE: D ie t i l - an inoe t i l  
EDTA: E t i  lendiarninotetraacetato 
EGTA: e t i  1 englicol-bis-(B ar~i inoet i l  6ter.)N ,N ' te t racg t ico  
GMP c i c l  i co: 3'-st, Guanosina hionofosfato c i c l i c o  
IMP c i c l  ico:  3'-5' , Inosina monofosfato c i c l  i c o  
K: K i  1 odal ton 
Km: Constante de Michael i s  de l a  enaima para el sustrato 
min: minuto 
pmol : m i  c r o m l  
PDE: fosfodiesterasa 
PEA: Alcohol f e n e t i l i c o  
PEI: fosfoet i lenimino 
PIPES: P i  perazina-N ,N ' -b i  s(2-Bcido etanosul f6nico) 
pr~iol : P i  comol 
PHSF: Feni lmet i lsul  f on i  l f l uo ru ro  
POPOP: 1,4-bis 2(4-meti 1-5-feni l  oxazol il benceno) 
PPO: 2,5-di fen i  l oxazo I 
TCA: Bci do t r i c lo roacet  i co  
TEMED: N,M ,N' ,N' tetrameti  let i lendiamina 
TRIS: 2-ami no-2Chidroxineti 1 )-1,3 propanodiol 
Vm: Vel oci dad ' mhxima .de hidrdl i s i s  del sustrato por la enzima 
INTRODUCCION 
I- LA FOSFODIESTERASA DE NUCLEOTIDOS CICL ICOS 
La fosfodiesterasa de nucledtidos cicl  icos (E.C.3.1.4.17) es la enzima 
responsable de l a  h idr6l is . i~  de 10s nucledtidos cfclicos 3' ,5'-monofosfato 
en 10s correspondientes nucle6tidos 5'-monofosfato~. Esta reaccidn consti& 
tuye la primera etapa del catabolismo de 10s nucledtidos cfclicos prepon- 
,derantes, AMP cicl  ico, GMP cicl ico y de otros 116s raros como el IMP cic l i -  
co o el CMP ciclico. Una actividad fosfodiestertisica de nucle6tidos c ic l i -  
cos ha sido descripta en todos 10s tejidos u organismos estudiados. 
En l a  f i g  I se ejemplifica l a  acci6n de l a  fosfodiesterasa sobre el 
AHP cicl ico.  
El estudio de esta actividad enz id t i ca  presenta, por diversas razones, 
un interes particular. En princi pio, 1 a actividad fosfodiesterisica desem- 
peRa un papel primordial en la  regulacidn de 10s niveles intracelulares de 
10s nucle6ti dos c ic l i  cos. D i  versos estudi os tedri cos han mostrado que la 
fosfodiesterasa tiene una importancia similar a la  de l a  adenilato ciclasa 
(enzima sintet izante de N.lP cicl ico) en la  determinacidn de 10s niveles de 
AMP cicl ico basales o estimulados por hormonas en 10s organismos sensibles 
a estas iiltimas. Diversos autores (Erneux e t  a1 . 1980; Reynolds, 1982) de- 
mostraron que 10s niveles intracelulares de AMP cicl ico en el equilibrio, 
despu6s de una estimulaci6n hormonal de l a  ciclasa, dependen de las carac- 
t e r j s t i cas  cin6ticas de l a  fosfodiesterasa. 
Una pa.rticularidad de la fosfodi esterasa, que jus t i f ica  10s numerosos 
estudios que l e  han sido consagrados, es su gran complejidad en e l  aspect0 
bioquimico. Comprende muchas formas, de propiedades y distribucf 6n celular 
0 I /cH2 O 
O t P  1'0 4 OH 
-0 
AMP cicl ico 
FOSFODIESTERASA 
I 
O t P  /\ 
-0 0- OH 
5' AMP 
Fig I. Hidr6lisis del Ai4P ciclico por accidn de la fosfodiesterasa 
notabl emente d i  ferentes . Ciertas formas revel an propiedades cindti cas no 
clgsicas, que evidencian fendmenos complejos de cooperatividad entre s i t i o s  
m i l  t ip les  (We1 1s y Hardman, 1977; Beavo e t  a1. , 1982). 
La fosfodtesterasa e s t i  sometida a diversos mecanismos fisiol6gicos de 
regulacibn, 10s que nodulan su actividad a t r a d s  de 10s iones ca2+ (cm- 
plejo Ca-calmodul ina), hormonas, 1 ipidos y otros (Wells y Hardman, 1977; 
Beavo e t  a1 . , 1982; Thompson y Strada, 1978). 
. I I -  EL AMP cicl ico 
11.1. El segundo mensajero 
Dos nucle6tidos muy importantes desempefian un papel clave en la accicn 
bioquirni ca de cierto n h r o  de hormonas: e l  AEP c i  clico y el GMP cicl ico.  
El AMP cicl  ico se produce a par t i r  de ATP por accidn de una entima general- 
mente localizada en la  membrana celular, la  adenilato ciclasa, l a  cual en 
organismos eucariontes superiores es regulada por hormonas aportadas por 
e l  torrente sanguineo. Recibe el NIP cic l ico  e l  nombre de "segundo mensa- 
jero" porque transmite y amplifica en el in te r io r  de la  c5lula l as  sefiales 
qufmicas que aportan las  hormonas, 10s primeros mensajeros. 
En 1 os vevtebrados, l a  secrecibn de adrenalina a la  sangre provoca en 
el  organism0 un aumento de la presi6n sanguinea, un increment0 en e l  ri tmo 
cardiaco, l a  relajacidn de algunos m6sculos l i sos ,  l a  contraccidn de otros, 
esto es ,  respuestas fisioldgicas que lo preparan para "luchar o huir". Ocu- 
rre simultdneamente un gran increment0 en la velocidad de degradacien de1 
gl ucdgeno en 10s m6sculos produciendo lactato y en el higado, provocando 
un aumento -de la  gl ucemia. A comienzos de l a  decada del '50 E.W. Sutherland 
estudi6 es te  Sl timo fendmeno i n  vitro; la adici6n de adrena lina a cortes 
de tej ido hepztico intact0 conducia a la aparici6n de glucosa en e l  medio 
de suspensidn (Robinson e t  a1 , 1971). A parti r de estos resu ltados, l a s  ya 
cl Zsi cas investigaciones u l  t e r i  ores sirvi eron para establecer las bases 
bioquimicas de l a  accidn de la adrenalina. En una pr imra etapa, l a  adre- 
nalina act6a sobre l a  membrana de l a  c6lula hep6tica induciendo l a  forma- 
ci6n enzimdtica de un factor termoestable en una reaccidn que requiere ATP 
y Mg; en una segunda etapa, e l  factor temoestable estimula la degradacibn 
enzimgtica de l gluc6geno activando l a  fos fo r i l asa  (Ral l  e t  a1 , 1957). E l  
compuesto termoestable resu l t 6  ser  e l  AMP c i c l i c o .  Posteriormente se deter-  
min6 l a  est ructura de este compuesto (Cook e t  a l ,  1957), y se fueron des- 
cubriendo numerosos efectos de este nuc le6t ido c i c l i c o  sobre todos 10s n i -  
veles de organizaci6n ce lu lar .  Se l e  asignd e l  papel de "segundo mensajero" 
(Robinson e t  a l ,  1971), que t r a n s f e r i r i a  a l a  maquinaria c e l u l a r  l a  in fo r -  
macidn que aportan 1 as hormonas a l a s  c i i l  u las receptoras. La mayoria de 
1 as hormonas pep t i d i  cas , 1 as catecol ami nas y 1 as prostagl andi nas producen 
una modi f i cac i6n  en 10s n ive les fn t race lu la res  de AMP c i c l i c o  en 1 as c6lu-  
l a s  receptoras. E l  primer paso en es te  proceso consiste en l a  uni6n de l a  
hormona a su receptor espec i f ico  de l a  super f ic ie  externa de l a  membrana 
plasmiitica. En respuesta a esta uni6n se produce l a  act ivac i6n de l a  enz i -  
ma adeni la to  c ic lasa  que ca ta l i za  l a  s i n t e s i s  de AMP c i c l i c o  a p a r t i r  de 
ATP; de es te  mod0 aumentan 10s n ive les  i n t race l v l a res  de AMP c i c l  i c o  en 
respuesta a l a  hormona espec i f i  ca. El  mecanismo bioquimico e fec to r  por e l  
que se expresa e l  mensaje hormonal es l a  ac t i vac idn  de l a s  quinasas de pro- 
te inas dependientes de AllP c i c l i c o  (Walsh e t  a l ,  1968; Langan, 1968; Miya- 
mot0 e t  a l ,  1969; Kuo y Greengard, 1969; Corbin y Krebs, 1969). enzimas 
que por l a  acci6n act ivadora del nucle6t ido c i c l i c o  son capaces de fosfo-  
ri l a r  d i  versos sustratos proteicos. 
11.2. Metabolismo del AMP c i c l i c o ,  su s i n tes i s  y su acci6n 
La s i n t e s i s  del N.!P c i c l i c o ,  catal izada por l a  enzima aden i la to  c i c l a -  
sa, t ranscurre  segSn l a  reacci6n: 
ATP - AMP c i c l i c o  + PPi 
~ e * +  
2t donde Me es M ~ ~ +  en eucariontes superiores o b ien Mn en eucar iontes i n -  
fe r io res .  
La adeni lato c ic lasa e s t i  generalmnte loca l izada en l a  membrana plas- 
m i t i c a  (Pohl e t  a l ,  1969). En 10s organismos superiores, l a  uni6n de l a  
hormona a su receptor especi f ico de l a  supe r f i c i e  externa de l a  membrana 
c i top lasmi t ica,  conduce a l a  act ivac i6n de l a  adeni la to  c ic lasa;  como con- 
secuencia de e l  lo,  se produce un aumento de 10s n ive les  i n t race lu l a res  de 
AMP c i c l  i c o  y l a  consiguiente a c t i v a c i h  de l a  quinasa de prote ina depen- 
diente de AMP c i c l i c o .  De esta manera se produce l a  f o s f o r i l a c i 6 n  de algQn 
sus t ra to  prote ico e l  cual modi f ica su funcidn y por l o  tan to  conduce a un 
efecto f i s i o l 6g i co  determinado. La reversi6n de d icho proceso f i s i o l 6 g i c o  
se da a travgs de l a  des fos fo r i l ac i6n  pos te r io r  del  sus t ra to  p ro te ico  por 
accidn de l a s  fosfatasas de fosfoproteinas ( f i g  11). 
11.2.1. Adenilato c ic lasa  
Se sabe que l a  adeni l a t o  c ic lasa  sensible a hormonas e s t i  compwsta 
por a1 menos t r es  proteinas interactuantes (Ross y Gilman, 1380): una sub- 
unidad c a t a l i t i c a  (C) que no es regulable; una prote ina que une nuc le6 t i -  
dos de guani na (N) ; uno o m6s receptores hormonal es ( R) . Se propuso un mo- 
d e l ~  de in teracc idn de 10s t r e s  componentes del  sistema (Limbird, 1981). 
A1 un i rse e l  receptor a su antagonista se f a c i l i  t a  l a  formaci6n de un com- 
p l e j o  R-N cuya conformacidn conduce a l a  pos te r io r  est ructurac i6n de un 
complejo rc-C; esto produce un increment0 de l a  ac t i v i dad  c a t a l i t i c a .  La 
uni6n de GTP a l a  subunidad N disoc ia  a1 complejo R-b4 permi t i  endo l a  f o r -  
maci6n del complejo N-C; esta formaci6n perdura hasta que e l  GTP se h i -  
d r o l i z a  a GDP disociando a N de C y cerrando entonces e l  c i c l o  de ac t i va -  
c i  6n. 
F i g  I I. Mecanismo de fos for i  laci6n-desfosfori 1 aci6n de proteinas 
En eucariontes infer iores  , l a  adeni 1 ato ciclasa s e  comporta en general , 
como l a  subunidad ca ta l i t i ca  de 10s sistemas superiores. Sin embargo, se  
ha encontrado activabil idad por hormonas de l a s  enzimas de Neurospora cra- 
ssa (Flawid y Torres, 1972; Flawif y Torres, 1973) y de Phycomyces blakes- 
-
leeanus(Cohen e t  a1 , 198Q), corn a s i  tambi6n activaci6n por nucle6tidos de 
guanosina de las  enzimas de N. crassa (Rosenberg y Pall ,  1983), de Saccha- 
romyces cerevisiae (Casperson e t  a1 , 1983) y de P. blakesleeanus (Cohen e t  
a l ,  1980). 
En Mucor rouxii la  adenilato ciclasa se  ha1 l a  en l a  fracci6n proteica 
de restos de pared con mernbrana asociada que sedimenta a bajas revolucio- 
nes. La enzima puede solubi l izarse con C1 K 0,5 M, t iene un requerimiento 
2 t  2 t  
absoluto de iones Mn no reemplazables por Mg y e s  insensible a 10s mo- 
duladores que. actiran sobre las  enzimas de eucariontes superiores, GTP, 
f l  uoruro u hormonas (Cantore y passeron, 1982). 
11.2.2. Qui nasas de proteinas 
Las quinasas de proteinas catal  i zan l a  si guiente reacci6n: 
Proteina t NTP Proteins-fosfato + NDP 
M ~ ~ +  6 ~n~~
donde NTP es  generalmente ATP y raramente GTP (Rodnight y Lavin, 1964; 
Traugh e t  a1 , 1973). La fosforilaci6n ocurre princi palmente sobre e l  grupo 
hidroxilo de una serina de l a  proteina sustrato,  aunque en menor grado 
puede s e r  sobre el de una treonina; s e  han descripto algunas quinasas es- 
pecificas que pueden t r ans fe r i r  e l  fosfato a h is t id ina ,  l i s i n a  o t i ros ina  
(Smith  e t  a1 , 1974; Hunter y Sefton, 1980). 
Exi s ten d i  versos agentes modul adores que interactGan d i  rectamente y 
regulan l a  actividad de las  quinasas de proteinas. Entre e l l o s ,  e l  AMP ci- 
clico, cuyo mecanismo de activaci6n fue exhaustivamente estudiado (Bros- 
trom e t  a1 , 1970; G i  11 y Garren, 1970; Tad e t  a1 , 1970; Kumon- e t  a1 , 1970). 
Las quinasas de proteinas dependientes de AMP cicl ico estdn formadas 
por dos tipos de subunidades: Catall'ticas (C) y Regulatorias (R), Y son 
activadas por el nucle6tido cicl ico.  de la siguiente manera: 
Holoenzima 
+ 4 AMP ciclico - R2. (AMP cicl ico) + 2 C + 
i nacti va 
(Carlson e t  a l ,  1979; Beavo e t  a l ,  1975) 
Subuni dad 
catal i t i c a  
Las numerosas quinasas de proteinas dependientes de AMP cicl ico que 
han sido caracterizadas, independientemente de su origen, muestran gran 
simili t u d  en cuanto a propiedades tales como afinidad por el AMP cfclico y 
especificidad de sustrato (Kuo e t  a l ,  1970; Yamamura e t  a l ,  1972). Se han 
realizado estudios que demuestran l a  actividad de 1 a enzima de un tej ido 
sobre sustratos de otros, asi  como aquellos en que se han reconstituido 
qui nasas de proteinas dependientes de AMP ciclico u t i  1 i zando subuni  dades 
catal i t i cas  y regulatorias de dist into origen (Huttunen el a1 , 1970; Corbin 
e t  a1 , 1970; Yamamura e t  a1 , 1972). La mayoria de las quinasas de protei- 
nas estudi adas tienen un peso molecular de alrededor de 140-190 K (Miyamoto 
e t  a l ,  1971; Corbin e t  a1 , 1972; Gill y Garren, 1971; Reimann e t  a l ,  1971). 
Los pesos moleculares de 1 a subunidad catal i t i c a ,  una proteina tipicamente 
bdsica, y del dimero de subunidad regulatoria, subunidades estas que son 
Scidas y cuyo carscter  conf ieren a l a  holoenzima, son de 40 K y de 110 K 
respectivamente (Lincoln y Corbin, 1978). 
En eucariontes i n f e r i o r e s  e l  niimero de estudios sobre l a s  quinasas de 
proteinas dependientes de AblP c i c l i  co es comparativamente mucho rnenor. Se 
han caracter izado estas enzimas en Saccharomyces cerev is iae '(Takai e t  a l ,  
1974).. En Coprinus macrorhizus s e  encontr6 que l a  ac t i v i dad  quin6sica au- 
menta durante l a  formacibn de 10s basidiocarpos (Uno e Ishikawa, 1974). 
En D i  c tyos te l  ium d isco idem se encontraron var ias formas de esta enzima 
(Sampson , 1977). En Neurospora crassa se encontraron formas m6l t i p l  es de 
quinasas de proteinas, de l a s  cuales una de e l  l a s  es dependiente de AMP 
c i c l i c o  (Powers y Pal l ,  1980; Judewicz e t  a l ,  1981). En Us t i l ago  maydis 
se ha descr ip to  una forma de quinasa de proteina dependiente de MlP c i c l  .- 
co con carac te r i s t i cas  que combina algunas de l a s  descr iptas para euca- 
r i on tes  superiores (Kerner y Passeron, 1984). 
En - Mucor r o u x i i  se ha demostrado l a  ex is tenc ia  de una quinasa de pro- 
t e i na  dependiente de AMP c i c l  i c o  en extractos solubles de ambas morfolo- 
gias del hongo (E,loreno e t  -a l ,  1972). Sus pardmetros f is icos,  estructura- 
l e s  y su mecanismo de act ivac ien han sido exhaustivanente estudiados 
(Horeno y Passeron, 1980; Pastor i  e t  a1 , 1981; Moreno e t  a1 , 1983). 
11.2.3. Fosfatasas de fosfoproteinas 
Las reacciones de f os fo r i l ac i 6n  de proteinas deben se r  revers ib les 
para que curnpl an un papel regu la to r io  en 10s eventos metabblicos. La des- 
f o s f o r i l a c i 6 n  de .las proteinas f o s f o r i  ladas se r e a l  i za por 1 a acci6n de 
fosfatasas de fosfoproteinas, completando de es ta  rnanera e l  mecanismo de 
regulaci6n por f os fo r i l ac i 6n .  
En Mucor rouxii se  ha descripto l a  existencia de a1 menos dos formas 
de fosfatasas de fosfoproteinas en l a  fracci6n soluble de l a  forma f i l a -  
mentosa del hongo (Seigelchifer y Passeron, 1984). Estas dos formas dif ie-  
ren en sus requerimientos de catidn divalente y en su peso molecular: La 
Forma I dependiente de Mn2+; peso molecular, 40 K. La Forma I1 act iva en 
ausencia de caticn, peso molecular 30 K.  Estas forms de bajo molecu- 
l a r  serian semejantes a l a  subunidad c a t a l i t i c a  aislada de tej idos supe- 
r iores ,  l a  cual se ha1 l a  asociada a protel'nas reguladoras las  que l e  con- 
fieren un peso molecular mayor (Lee e t  a1 , 1978; Kil l i l e a  e t  a1, 1976; L i  
e t  a l ,  1978). 
I1 I- LA DEGRADACION DEL AMP c i c l i c o  
Las fosfodies terasas de nuc le6 t i  dos c i c l  i cos 
D i  ferentes formas enzimSti cas c o n t r i  buyen a 1 a a c t i  vidad de fosfodies- 
terasa de nucl e d t i  dos c i c l  i cos (PDE) . Existe actualmente i n t e r &  y contro- 
vers i  as con respecto a1 nlmlero, regulaci6n y funci6n de l as m i i l  t i p l e s  for -  
mas. Es e l  esfuerzo presente de 10s investigadores de este  campo e l  inten- 
t a r  determinar s i  estas fomas enzimsticas mBl t ip les  son productos de d i -  
ferentes genes o bien, productos de l  misrno gen modificados por un procesa- 
miento d i f e renc ia l .  
A p a r t i r  de 10s estudios in ic ia lmente  c i tados en que l a  reacci6n de l a  
fosfodiesterasa de nuc le6t i  dos c i c l  icos fuera o r i  ginalmente estudi  ada 
(Butcher y Sutherland, 1962; ver  par5grafo 11.1) se h i zo  pos ib le  l a  sepa- 
racidn de mCll t i p l e s  formas de l a  ac t i v i dad  (Beavo e t  a1 , 1970; Thompson y 
Appleman, 1971; Russel e t  a1 , 1973). Algunas de estas formas d i f i e r e n  en 
su espec i f i  c idad de sustrato, d i s t r i  buci6n y propi  edades c ingt icas.  Los 
primeros in ten tos  de i dent i f i cac i6n  y caracter i  zacidn de 1 as enzimas i nd i -  
viduales se basaron en l a  posic idn de e luc i6n en crornatografias en DEAE- 
celulosa. S in  embargo, este c r i t e r i o  no resu l t 6  completarnente sa t i s fac to -  
r i  o, abordandose e l  de 1 as d i  ferencias funci  onales , descr i  b i  endo 1 as ac t i -  
vidades primeramente como fosfodiesterasas de AMP c i c l  i c o  o de OIP c i c l i -  
co. Tampoco es te  sistema resu l t6  s a t i s f a c t o r i o  a p a r t i r  de l a  demostraci6n 
de que una misma enzima era capaz de h i d r o l i z a r  ambos nucle6tidos c i c l i c o s  
con relat ivamente a l t a  e f i c i e n c i a  (Beavo e t  a1, 1970; Ho e t  a1, 1977). i4bs 
r e c i  entemente, v a r i  as de 1 as d i  versas fos fod i  esterasas de nucl edtidos c i -  
c l i cos  han s ido  pur i f icadas a homogeneidad aparente, l o  que pe rm i t i d  e l  
e l  in ic io  de las  caracterizaciones (Miki  e t  a1 , 1975; Ho e t  a1 , 1977; Mar- 
t ins  e t  a1 , 1982; Thompson e t  a1, 1979). 
Es probable que a trav6s de 10s caminos de estudio actualmente elegi- 
dos, se puedan entender m8s profundamente l a s  bases moleculares de l as  di-  
ferencias responsabl es de 1 as miil t ip les  forms. 
111.1. Formas mcltiples en 10s tejidos de 10s organisnos superiores 
En l a  mayoria de 10s tejidos estudiados las diversas tgcnicas separa- 
tivas revelan l a  existencia de varias forms de PDE. Su nhero  es variable 
segcn e l  tej ido y comprende desde una forma, como por ejemplo en el  iitero 
(Gardner e t  a l ,  1978). hasta se i s  diferentes en el  cerebelo (Pledger e t  a1 
1974). Por otra parte, para un mismo organismo, el metodo y l a s  condicio- 
nes de fracci onamiento empleados i nf 1 uyen notabl emente sobre el nimero de 
fonnas puestas en evidencia. As!, por ejemplo, s e  muestra que a part ir  de 
rifi6n de rata s e  pueden obtener desde ma-hasta t res  formas fosfodiesterii- 
sicas, de propiedades variables. s e g h  l a  t6cnica resoluti va u t i l  izada 
(isrielectroenfoque, cromatografia de intercambio i6ni co, f i l  traci6n mole- 
cular en gel, centr ifugacih en gradiente de densidad), s e g h  l a  presencia 
o no de agentes que afectan grupos t i6l icos o que influyen sobre el  car5c- 
t e r  hidrofo'bico del medio, segfin el  pH del medio, etc.  (Van Inwegen e t  a1 , 
1976) . 
Es probable que en ciertos casos, algunas formas detectadas represen- 
ten a r t i f i c io s  de l a  tgcnica; as i ,  l a  prote6lisis 1 imitada puede hacer apa- 
recer formas suplementarias (Epstein e t  a l ,  1978; Tucker e t  a l ,  1981; Sa- 
kai e t  a1 , 1978). La agregaci6n de proteinas enzimiticas podria tambien 
dar ori  gen a algunas de las distintas fracciones descri ptas en ci  ertos sis- 
temas (~aridrasorasak e t  al , 1982; Pichard y Cheunq, 1976), asi  como tam- 
bi6n alteraciones en el  contenido lipidico unido a la mol6cula enz id t i ca  
(Minneman, 19761, fendmenos de fosforilaciijn y desfosforilacidn de l a  en- 
zima (Weber y Appleman, 1982). etc. 
Sea como fuere, se  sabe actualmnte que muchos tejidos contienen va- 
r ias formas dist intas de fosfodiesterasas de nucle6tidos cicl lcos no i n -  
terconvertibles , parti cul adas o citos6l icas. Las mdl ti ples formas tambicn 
se expresan durante 10s ciclos de crecimiento. Asi ,  en cultivos primarios 
de hepatocitos de rata adulta se aprecian ca&ios que dependen del estado 
de crecimiento celular (Lad e t  a l ,  1384), 10s cuales estdn relacionados 
con 10s niveles de actividad de l a  adenilato ciclasa. En estudios realiza- 
dos en embri6n de pol lo,  s e  han encontrado diferentes actividades fosfo- 
diestergsicas durante 10s diferentes estadios embrionarios e incluso en las 
di s t in tas  capas germinal es durante l a  etapa de gastrul aci6n (Neuman , 1983). 
Recientemente se han realizado estudios que sugieren que varias formas 
mcl ti pl es de PDE son entidades molecul ares d i s t i  ntas (Takemoto e t  a1 , 1982). 
La comparaci6n de 10s rnapas peptidicos t r i ~ t i c o s  de diversas fosfodieste- 
rasas (fosfodiesterasa de cerebro sensible a calmodul ina, PDE de higado 
sensible a insulina, PDE de retina) establecen una muy escasa correlacidn 
entre l as  formas enzimiticas estudiadas. 
111.2. E l  problema de la  nomenclatura 
E l  hecho de que varias enzimas dist intas puedan catal izar  la hidr6li- 
sis de nucle6tidos cicl icos,  ha causado un problema considerable en 1s  no- 
mencl atura. Dado que no han sido descriptas propiedades dnicas e inambi guas 
para l a  mayoria de l as  d i s t i n tas  formas enzimSticas, resul ta  muy d i f i c i l  
asignarles nombres descriptivos. Se ha recomendado e l  uso de 10s terminos 
fosfodiesterasa de nucledtido c i c l  i c o  para l a s  enzimas que cata l  izan l a  
h i d r d l i s i s  de AMP c i c l i c o  y de GHP c i c l i c o ,  en tanto que fosfodiesterasa 
de GMP c i c l  i c o  o fosfodiesterasa de AMP c i c l  i c o  para l a s  enzimas con poca 
capacidad de h i d r o l i z a r  cualquier o t r o  nucle6tido c i c l i c o .  A m d i d a  que se 
uaya ganando informaci6n acerca de cada uno de estos tipos, seguramente se 
real  i zar in  u l  t e r i  ores subcl asi ficaciones. 
111.3. La determinaci6n de las  d i s t i n tas  formas enzimdticas 
Los estudios que re1 acionan las propiedades c i  ngticas, f f s i cas  y regu- 
la to r ias ,  han permit ido ~ b t e n e r  considerables progresos en cuanto a l a  de- 
terminacidn de una c i e r t a  act iv idad fosfodiester is ica.  
111.3.1. La especi f ic idad de sustrato 
Se han encontrado grandes di ferencias en l a  especi f ic idad de sustrato 
entre muchas PDE parc i  almente pu r i  ficadas . En a1 gunos casos l a  especi f i c i  - 
dad para c i e r t o  nuel ebt ido c i c l  i c o  es casi absoluta, re f le j indose 6sta en 
10s valores de Vm y de afinidad. En otros casos existen grandes di ferencias 
solamente en 10s valores de l a s  Km aparentes para e l  AMP c i c l i c o  7 e l  GMP 
c i c l i c o .  Asi , 10s ensayos de act iv idad a concentraciones de sustrato satu- 
rante y subsaturante pueden ger diagnbsticos. Sin embargo, s i  no ex is t iese 
una completa separacidn de l as  formas enzimbticas, las di ferencias solamen- 
t e  en l a  especi f i  cidad de sustrato no son def in i tor ias.  Por ejemplo, ex- 
t ractos de pulm6n humano cromatograf iados a trav6s de una columna -DEAE-ce- 
l u l osa  evidencian una so la  forma p r i nc ipa l  de PDE cuando se hace e l  estu- 
d i o  con GMP c i c l i c o  100 ~1.1. Sin embargo, con NIP c i c l i c o  1 PM c m  sustra- 
to,  se determinan picos adicionales de act iv idad.  Del mismo modo, han s ido  
descriptos o t ros  estudios s imi lares (Russel e t  a1 , 1973; Appleman y Tera- 
saki, 1975). 
111.3.2. La acci6n de. 10s efectores endcgenos 
A 10s efectos de detenninar y c u a n t i f i c a r  una determinada forma enzi- 
mi t ica,  ha resul tado muy G t i l  l a  medida de l a  ac t i v idad  en presencia y au- 
sencia de efectores conocidos, por ejemplo en e l  caso de l a  PDE que es ac- 
t ivada var ias  veces por c a l c i o  y ca lmdu l ina .  Por l o  tanto, cualquier f rac-  
c i6n act ivada por estos factores o i n h i b i d a  por  EGTA es considerada porta- 
dora de esta  forma enzimstica (ver  por ejemplo Ho e t  a l ,  1977). Desafortu- 
nadamente, l a  f a l t a  de respuesta a un e fec to r  en una f racc idn enzi~aBt ica 
no s i  g n i f i  ca necesariamente 1 a ausencia de l a  forma fos fod ies te r i s i  ca. Mu- 
chas de l a s  fosfodi.esterasas nat ivas son altamente sensibles a p r o t e d l i s i s  
y a menudo 10s productos proteo l  l t i c o s  i n i c i a l e s  son completamente ac t i vos  
per0 no y a  sensibles a efectores. Esto ya ha s ido demostrado para l a  fos- 
fodiesterasa estimulable por calmodulina (Tucker e t  a1 , 19811, para l a  
fosfodiesterasa de r e t i n a  activada por l u z  (Mik i  e t  a l ,  1975) y para l a s  
enzimas espec i f icas de AMP c i c l i c o  de l a s  membranas p lasmi t icas de muchas 
c6 lu las (Epstein e t  a1 , 1978; Loten e t  a1 , 1980). Todas estas formas pue- 
den tambign ser  a c t i  vadas por proted l  i s i  s 1 i m i  tada, convi r t i e n d o l  as en i n -  
s e n s i b l e ~  a l a  acci6n del e fec to r  (complejo Ca-calmodulina, rodopsina ac- 
t i vada  por l a  luz ,  ac t ivac i6n en respuesta a l a  insu l ina ) .  La fosfodieste- 
rasa de AHP c i c l i c o  rst imulab le  por GHP c i c l i c o  puede a veces i d e n t i f i c a r -  
se por 1 a accidn del G?1P c i c l i c o  sobre l a  h i d r d l i s i s  de l  AMP c i c l  ico. Perm 
l a  presencia de a l t a  ac t iv idad de otras fosfodiesterasas en e l  sistema 
puede ec l i psa r  e l  efecto estimulante por e l  crecimiento de l a  act iv idad 
basal h i d r o l i t i c a  de AFSP c i c l i co ,  l o  que ind ica una vez 16s que 10s resul- 
tados negativos no son suf ic ientes para exc lu i r  l a  presencia de una deter- 
minada forma enzimit ica. 
Tambien l a  respuesta de una act iv idad enzimit ica hacia otros efectores 
conocidos puede resul t a r  una herrami enta 6 t i l  en l a  determinacidn de l a  
forma enzimdtica presente. Por ejemplo, solamente l a  forma estimulable por 
calmodul i n a  puede ser activada por imidazol o bien e l  caso de c ie r tas  for -  
mas fos fod i  esterdsi  cas que presentan una reac t i  v i  dad d i  ferenci  a1 a var i  os 
inhibidores competitivos (Weiss e t  a1 , 1974; Amer y Kriegbaum, 1975; Wells 
e t  a1 , 1975). 
111.3.3. Las propiedades f i s i c a s  
Resul tan muy G t i  1 es como examen diagn6sti co en preparaciones crudas, 
las mediciones de c ie r tos  parhmetros f i s i c o s  ta les  como e l  tamaAo y l a  
forma molecular o bien e l  orden de e l  ucidn en cromatografia de intercam- 
b i o  i6nico. 
111.3.4. E l  examen inmunoldgico 
La ident i f i cac i6n  de fosfodiesterasas especificas en preparaciones 
crudas encuentra en e l  a n i l i s i s  inmunol6gico e l  m5s sensible y quizgs e l  
mds exacto de 10s d t o d o s  (Tucker e t  a1 , 1981 ; Hansen y Beavo, 1982; Sa- 
rada e t  a l ,  1982). Las nuevas tecnologias  para produci r  grandes cant idades  
de a n t i  cuerpos monoclonale~ e s p e c i f i c o s  de  si t i o  parecen ser p a r t i  cul ar-  
mente promisorias para 10s prop6si tos  de iden t i  f icaci i in de 1 a s  d i v e r s a s  
fo'rmas . 
111.4. Las propiedades de l a s  d i s t i n t a s  formas enzimdticas 
111.4.1. La forma ac t ivab le  por ca l  cio-calmodul ina  
La forma de PDE m6s intensamente es tudiada ,  l a  primeramente d e s c r i p t a  
(Butcher y Sutherland, 1962) es l a  generalmente llamada "forma de a l t a  Km", 
f o s f o d i e s t e r a s a  de nucle6tido cicl ico ac t ivada  por ca l  cio-calmodulina 
(Cheung, 1970; Kakiuchi y Yamazaki, 1970). Ha s i d o  pur i f i cada  por d ive r sos  
grupos de t r a b a j o  a p a r t i r  de cerebro  (Klee e t  a l ,  1979; Morril  e t  a l ,  
1979; Sharma e t  a l ,  1980; Tucker et  a l ,  1981; Kincaid e t  a l ,  1981) y de 
coraz6n bovino (Ho e t  a l ,  1977; La Por te  e t  a l ,  1979). Esta forma e n z i d :  
t i c a  es ci t o s6 l  i ca  y presenta l a  p a r t i c u l a r i d a d  de ser a c t i v a b l e  por l a  
p ro te ina  termoestable,  f i  jadora de c a l c i o ,  l a  calmodul ina  (Cheung e t  a1 , 
1978). Por o t r q  pa r t e ,  e s t a  propiedad ha s i d o  muy u t i l i z a d a  corn herra-  
mienta en l a  pur i f icac idn de l a  enzima, haciendo us0 de l a  cromatografia  
de a f i n i d a d  en una columna de calmodulina inrnovil izada.  
Hasta el momento se han encontrado por l o  rnenos tres formas d i s t i n t a s  
de l a  fos fod ies te rasa  ac t ivab l  e por ca2+-calmodul i n a ,  l a  proveniente  de 
cerebro ,  l a  de corazdn y l a  de ba ja  Km. Estas  pueden d i f e r e n c i a r s e  por  s u s  
pesos mol ecu la res  y su espec i f i c idad  de s u s t r a t o .  
Las enzimas provenientes de coraz6n y de ce rebro  pueden ser r e v e r s i b l e -  
mente activadas por lo menos diez veces por e l  complejo ca2+-calmdul ina. 
La pro te6l i s i s  limitada e s  capaz de convertirlas en una forma totalmente 
activada, independiente de l a  presencia de ca2+-calmodulina (Tucker e t  a l ,  
1981). Ambas enzimas son precipi tables por anticuerpos contra l a  enzima de 
coraz6n (Hansen y Beavo, 1982). Sin embargo l a  enzima de cerebro parece 
tener  una mov.il idad algo menor en electroforesis  en gel de pol iacrilamida 
con SDS que l a  forma de coraz6n. A travgs de e s t a  t6cnica se han determi- 
nado pesos moleculares de 61 K para l a  foma de cerebro y de 59 K para a- 
quell a de coraz6n. 
Existen controversias en cuanto a l a  estructura p o l i d r i c a  de l a s  en- 
zinas. Los diferentes autores que han obtenido preparaciones mis prdximas 
a 1 a homogenei dad aparente , han propuesto una e s t  ructura homodim6rica 
(?!orril e t  a1 , 1979; Sharma e t  a1, 1980; Ho et  a1, 1977; La Porte e t  a l ,  
1979). E l  peso molecular de es ta  foma dim6rica s e r i a  de 120 K y uniria 
dos mol6cul as de calmodul i na por cada dimero de fos fodiesterasa obtenien- 
do una activacidn mixima. Tambign s e  han propuesto estructuras homotetra- 
m6rica:; (Tucker e t  a1 , 1981). h e t e r o t r i 6 r i c a  (Klee e t  a l ,  1979) o mono- 
6 r i c a  en equi l ibr io  con una forma agregada (Kincaid e t  a l ,  1981).- fie- 
ci entemente , estudios real izados mediante la preparaci6n de anticuerpos 
monocl onales (Sharma e t  a1 , 1984) revelaron 1 a existencia de dos formas 
monomiiricas d i  ferentes de 1 a fos fodies terasa de cerebro ac t i  vable por 
calmodulina, l a s  cuales s e  combinarian para dar t r e s  formas di&ricas di -  
fe  ren t e s  . 
En 10s te j idos,  l a  cantidad de calmodulina s e  ha1 l a  en exceso respec- 
t o  de l a  fosfodiesterasa y quizds tambi6n en exceso sobre todas l a s  pro- 
te inas  que ligan calmodulina, de rnodo que e l  factor  l imitante sea proba- 
blemente e l  n i ve l  de ca2+ l i b r e  (Sharma e t  a1 , 1980). La mayoria de 10s 
datos c ine t i cos  indican que debe e x i s t i r  energia acoplante ent re  e l  s i  t i o  
ac t i vo  y e l  s i t i o  de uni6n de l a  calmodulina dado que e l  sus t ra to  causa 
un increniento aparentc en l a  af inidad de l a  enzima Dor l a  calmodulina 
(Kel l e r  e t  a1 , 1982). 
Recientemente se ha demostrado que l a  enzima de cerebro es sust ra to  
de l a  quinasa de protelna dependiente de ANP c i c l i c o     ha ma e t  a l ,  1980). 
La enzima incorpora dos moleculas de f os fa to  por  mol6cula de holoenzima a 
una velocidad comparable a l a  de l a  mezcla de histonas. S i n  embargo, no 
se ha encontrado que esta fos fo r i l ac idn  provoque cambios en l a  ac t i v i dad  
de l a  enzima .ni se ha encontrado que ocurra en l a  cg lu l a  in tac ta .  
Tanto e l  NIP c i c l i c o  corn e l  GHP c i c l i c o  son relat ivamente buenos 
sustratos para esta enzima, con valores de Km de alrededor de 1 0 ~  M para 
e l  GMP cl 'c l ico y de 2001 M para e l  AMP c i c l i c o ,  siendo l a  Vm mayor para 
este 6 l t imo sustrato.  
Aunque l a  ac t i v idad  de l as  enzimas activadas por  calmodul i na  es i n h i -  
b ida por 10s derivados de l a  feno t i  azina (Levin y Wei ss, 1977), estos a- 
gentes no parecen ser  inh ib idores mSs espec i f icos que l o  que To es e l  
EGTA. 
Recientemente han aparecido var ios  estudios sobre una ac t i v i dad  de 
PDE espec i f ica y de a l t a  a f in idad para e l  AIclP c i c l i c o  que es estimulable 
2+ por Ca -calmodul i n a  (Smaake e t  a l ,  1981 ; Purvis e t  a1 , 1981; Andrenyak y 
Epstein, 1982). Esta act iv idad enzimstica ha s ido  descr ip ta  durante e l  de- 
sa r ro l  l o  de coraz6n de pol lo,  y tanhien en membranas de higado. La suscep- 
t i b i l  idad a calmodulina se pierde con e l  almacenado y sdlo  es evidente a 
bajas concentraci ones de AMP c i c l  i co. Anti cuerpos monocl onal es contra 1 as 
fosfodi esterasas estimul ables por cal modul i na de cerebro o de coraz6n no 
reaccionan contra esta enzima. Es probable que esta f o m a  sea responsable 
de a1 menos parte de l a  act iv idad de fosfodiesterasa especi f ica de AMP 
c i c l  ico,  de baja Km, observada en cromatografia en DEAE-cel ulosa de mu- 
chos extractos t isulares. Hasta e l  momento no se conoce e l  mecanismo mo- 
lecular  de l a  acci6n activadora de 1 a calmodulina sobre esta forma enzi- 
m z t  i ca . 
Los resul tados obtenidos del estudio de l a  forma fosfodiester6sica 
act ivable por calmodulina d i f i e r e n  de un equipo de invest igacicn a otro; 
as7 se han observado estimulaciones que van de cinco a sesenta veces con 
respecto del n ive l  basal. La var iaci6n de 10s resultados s e g k  l a  forma 
de preparac ih  de 1 a enzima pura, parece responder a dos fenbmenos: 1- 
La presenci a eventual o no de proteasas end6genas , muy d i  f i c i  les  de e l  i- 
minar totalmente, que aumentando e l  n ive l  basal de l a  -enzina, disminuyen 
su ac t ivab i l idad  por calmodulina. 2- La pos ib i l idad  de interconversi6n 
mondmero-dimero , regida por 1 as condi ciones y duracidn del almacenaje, 
que conllevan a una modificacidn de l a  sensib i l idad de l a  enzima a l a  
calmodul ina. La f i  jaci6n de calmodul i na  induce en l a  fosfodi  esterasa un 
cambio confonnacional que a1 igua l  que l a  prote6l i s i s  1 i m i  tad?, descubre 
10s s i t i o s  ca ta l i t i cos  de l a  enzima. 
111.4.2. Fosfodi esterasas que unen GMP c i c l  i co  
Se han descripto hasta ahora t res  t ipos  d i s t i n tos  de fosfodiesterasa 
que unen 6MP c i c l i c o  con a l t a  af in idad y t ienen diferentes propiedades 
cinet icas ,  regulatorias y fisicas.  La distribucidn tisul a r  de l a s  mismas 
varFa y algunas de e l l a s  son relativamente especificas de cier tos  t i p s  
de tej idos.  Todas estas  forms contienen un s i t i o  de unidn de GI4P c i ~ l i c o  
aparentemente d i s t in to  del si t i o  del sustrato.  Los tres ti pos descri ptos 
son: 
Fosfodiesterasa, de GMP ciclico, activada por luz, de bastoncillos de 
ret ina 
Uno de 10s mis interesantes mecanismos para e l  control de l a  activi-  
dad. de fosfodiesterasa de nuc ld t ido  c i c l i co  estd siendo estudiado en re- 
laciBn a l a  enzima principal encontrada en 10s segmentos exteriores de 
I 
10s bastoncillos de . l a .  retina (Stryer e t  a1 , 1981; Pober y Bitensky, 
1979). E l  grado de blanqueo de l a  rodopsina controla l a  actividad de es- 
t a  enzima. Los detal les  del mecanismo a trav6s del cual l a  rodopsina ac- 
tivada por luz causa un increment0 en l a  actividad de PDE pemnecen a h  
poco comprendidos. Sin embargo, pareceria probable que e l  mecanismo mole- 
cular fuera analog0 a1 propuesto para l a  activacidn hormonal de adenilato 
ciclasa. En resumen, ha sido demostrado que el GTP y una proteina de l a  
membrana perif6rica que une GTP, l a  transducina, son necesarios para l a  
actividad de l a  enzima nativa (Stryer e t  a1 , 1981). Asi st? produce un 
f lu jo  de infomaci6n que va desde l a  rodopsina fotoexcitable, pasa por el 
complejo que forman l a  transducina y e l  GTP, y termina en l a  forma act i -  
vada de l a  PDE. La transducina, ademgs de l iga r  GTP, est; formada por 
t r e s  t ipos de cadenas polipeptidicas: subunidad Ta de 39 K, subunidad TB 
de 36 K y subunidad Ty de 10 K. En presencia de GDP, es tas  t r e s  cadenas 
e s t in  asociadas, en cambio, cuando estd unido GTP, l a  subunidad Ta se  di- 
socia de l a s  o t ras  dos (Fung e t  a l ,  1981; Stryer,  1983). La subunidad Tr 
posee una act iv idad GTPhsica actiuada por l u z  (Shinozawa e t  a1 , 1980). La 
rodopsina , f ac i  1 i t a  l a  formaci6n del comple j o  transduci na-GTP, e l  cual 
ac t iva  l a  fosfodiesterasa ( f i g  111). La act ivacicn puede ser rever t ida 
por l a  convewi6n de GTP a GDP en un paso que requiem de l a  subunidad Tr 
de l a  transducina (Pober y Bitensky, 1979). Ademis e l  estado de act ivacidn 
de 1 a rodopsina puede ser  modificado por una fos for i  1 aci6n independiente 
de nucledtidos c i c l i cos  catal izada por una quinasa de opsina (Kuhn e t  a l ,  
1973). 
La act iv idad de l a  fosfodiesterasa de 10s segmentos externos de l a s  
celulas en bastonci l los de re t i na  de anf ibio y bovina, ha sido pur i f icada 
a homogeneidad (H ik i  e t  a l ,  1975; Baehr e t  a l ,  1979). Por estudios elec- 
t ro fo r6 t icos ,  l a s  enzimas pur i f icadas se revelaron como un doblete de 108 
K y 110 K para l a  enzima de rana y de 84 K y 88 K para l a  bovina. Una 
propiedad caracterTstica de estas fosfodiesterasas es su baja act iv idad 
c a t a l i t i c a  en l a  oscuridad. Se encontr6 una estimulaci6n de l a  ac t iv idad 
basal de hasta. veinte veces por digest i6n controlada con t r i p s i n a  (Miki  
e t  a l ,  1975), l o  que sugiere que l a  enzima e s t i  su jeta a un represor i n -  
h i b i  t o r i o ,  de cuya existencia ha habido informes (Hurley e t  a l ,  1981). 
Reci entemente se encontr6 una tercera subuni dad que compl eta e l  dobl ete, 
con un peso molecular de 20 K (Pober y Bitensky, 1979) para l a  de an f ib io  
y de peso molecular 11 K para l a  bovina (Baehr e t  a l ,  1979). Esta pequefia 
subuni dad inhibe l a  a c t i  vidad de fosfodiesterasa con f i  riendo a 1 a enzima 
suscept ibi l idad regulator ia;  es sensible a 1 a t r i p s i n i  zaci6n y su degra- 
daci6n proteol i t i c a  puede ser  responsable de l a  a c t i  vaci6n por t r i p s i n a  
de estas enzimas ( ~ t r y e r  e t  a l ,  1981). 
La PDE de 10s segmentos externos de 10s bastonci l  10s de l a  re t ina  une 
PDEi R* 
G T'P 
R GDP 
R. T. GTP 
GTP 
Fig 111. f-kcanismo de actiyaci6n de la fosfodiesterasa de bastoncillos de 
retina (tornado de STRYER, 1983) 
R*: Rodopsi na fotoexci tada; catal iza el i ntercambio GDP-GTP. Se 
forman alrededor de 500 T,GTP por molecula cle rodopsina exci- 
tada. 
T: Transduci na 
PDEi : fosfodi esterasa inactiva 
PDE*: fosfodiesterasa activada 
@.lP c i c l i c o  en un s i t i o  cin6ticamente s i m i l a r  a aquetlos en que l o  hacen 
l a s  enzimas de coraz6n y de p u l d n  (corn se comentarg luego). Presenta 
curvas de asociaci6n bi fzsicas con valores de Kd aparentes de 0,16 rM y 
de 0,83 p# .  Parece ser  que e l  s i t i o  de unidn del  GHP c i c l i c o  es d i s t i n t o  
del s i t i o  c a t a l i t i c o  (Yamazaki e t  a1 , 1980). La subunidad. i n h i b i t o r i a  de 
l a  PDE puede tambign modular l a  uni6n de GMP c i c l i c o  (Yamazaki e t  a1 , 
1982). La funci6n de l a  unidn del nucle6t ido c i c l i c o  a l a  enzima a h  no 
ha s ido dilucidada. 
La enzima h i d r o l i z a  GMP c i c l i c o  con una Km de 150 rrH despues de ac t i -  
vaci6n por t r i p s i n a  (Baehr e t  a1 , 1979), pero h i d r o l i z a  NIP c i c l i c o  con 
mucha menos e f i  c ienc i  a. 
b) Fosfodiesterasa de nucledtido c i c l  i c o  estimulada por GMP c i c l  i c o  
La forma estimulada por GMP c i c l i c o  debe su nombre a1 hecho de que a 
niveles subsaturantes de GMP c i c l i c o  se produce un increment0 en l a  velo- 
cidad de h i d r 6 l i s i s  tie1 AMP c fc l i co ,  cuando l a  concentracidn de este nu- 
c ledt ido c i c l i c o  es menor que l a  saturacidn (Beavo e t  al ,  1971; Terasaki 
y Appl eman, 1975) . 
Los estudios c in6t icos indican que l a  h i d r d l i s i s  de GMP c i c l i c o  o de 
AMP c i c l i c o  muestra una cooperatividad posi t iva,  aunque de mayor efecto 
para e l  Al4P c i c l  i c o  (Terasaki y Appleman, 1975; Martins e t  al ,  1982). 
n 
Esta enzima, estimulable por GMP c i c l  ico, ha sido pur i f i cada a homo- 
geneidad a p a r t i  r de t e j i d o  cardlaco y suprarrenal bovinos (Martins e t  a1 , 
1982). Los estudios mediante e lec t ro fo res is  en gel de pol i a c r i l  amida con 
SDS revelan una sola banda de peso molecular 105 K y en ausencia de SDS 
una de alrededor de 240 K, con un coef ic iente de sedimentaci6n de 8,8 S. 
La enzima pura ca ta l i za  l a  h i d r 6 l i s i s  de GMP c i c l i c o  y de AMP c i c l  i co  
con valores de Km de 40 PM y de 10 PI! respectivamente, a valores semejan- 
t e s  de Vm. Existiria un sj t i o  de uni6n del GllP ciclico por e l  que otros 
nucledtidos ciclicos incluyendo a1 AtlP cicl ico no competirian. E l  GNP ci- 
cl ico puede estimul ar  1 a enzima de 50 a 80 veces, pero a niveles de con- 
centracidn fisiol6gicos puede verse un increment0 de a1 rededor de ci  nco 
veces (Martins e t  a1 , 1982). Recientemente, l a  enzima estimulable por Gl4P 
cicl ico proveniente de higado de ternera fue purificada a homogeneidad, 
revelandose cono un dimero asimiitrico de dos subunidades de peso molecu- 
l a r  = 102 K. cada una de e l l as  y un coeficiente de sedimentacih de 6,9 S 
cada subunidad (Yamamoto e t  a1 , 1983). 
Los s i t i o s  de sustrato ynirin e hidrolizarin AHP cic l  ico o GMP cic l i -  
co y parecen es ta r  funcionalmente 1 igados en una forma de cooperati vidad 
positiva. Parece adem5s haber otra clase de s i t i o s  distintos del catal i-  
t i c0  y corno ya se sefialara especifico para e l  GMP ciclico'. La ocupancia 
de es te  s i t i o  causa la  p6rdida de l a  interaccidn cooperativa entre 10s 
s i t i o s  del sustrato (Martins e t  a l ,  1982). Estos resul tados son avalados 
por 10s estudios realizados acerca del efecto de varios anhlogos de nu- 
cledti dos cicl i cos sobre 1 a activaci6n de '1 a enzima (Erneux e t  a1 , 1981 y 
1982). Sus datos sugieren que el " s i t i o  alost6ricoU es dis t in to  del s i t i o  
catal i t ico.  
Uti 1 i zando ant icuerpos monoclonales contra 1 a fosfodieste rasa estimu- 
lable por GMP ciclico, que no inhiben l a  actividad cata l i t ica ,  ha sido 
posibl e medir la cantidad de esta enzima en muestras crudas conteniendo 
otras fosfodiesterasas (Hurtwitz e t  a1 , 1982). Asi ,  por ejemplo, en higa- 
do o adrenal bovinos esta enzima e s  responsable de mis del 80% de l a  ac- 
tividad hidrol i t i c a  total  de NIP c ic l ico ,  indicando la importancia de es- 
t a  forma enzimdtica en e l  mantenimiento de 10s n ive les de nucledtidos c i -  
c l  icos en estos tej idos. 
c )  Fosfodiesterasas que unen GtlP c fc l i co .en  plaquetas' y pulmdn 
En plaquetas se ha descripto una PDE que h id ro l i za  GMP c i c l i c o ,  pre- 
sentando ademds s i t i o s  de unidn de GHP c i c l  i c o  d i s t i n tos  de 10s s i  t i o s  
cata l  i t i  cos (Coqui 1 e t  a1 , 1980). Pareceria ser que esta enzima actiia muy 
poco sobre e l  AHP c ic l i co .  
En pulm6n, l a  PDE de GMP c i c l i c o  comparte con l a  quinasa de proteina 
dependiente de GHP c f c l i c o  l a  categoria de proteinas receptoras de dicho 
nucle6tido c ic l i co ;  cada una de e l l a s  l i g a  cantidades equivalentes de GMP 
c i c l  i co, medido a igual  concentracidn de nucledtido (Francis e t  a1 , 1980). 
Esta PDE de pulmdn parece ser ident ica a l a  enzima de plaquetas. 
Hasta e l  momento no ha sido demostrada l a  funcidn de l a  unidn de1 GMP 
c i c l i  co a l a  enzima. 
111.4.3. Forma especi f ica de k!P c i c l i c o  
Otro t i p 0  de PDE observado en nucrosos te j i dos  se caracter iza por una 
fuer te a f in idad por e l  AMP c i c l  ieo, una af in idad considerablemente nienor 
por e l  GMP c i c l i c o  e insensib i l idad a l a  calmodulina y a 10s iones calcio.  
No hay certeza acerca de s i  todas 1 as fracciones de fosfodiesterasa espe- 
c i f i c a  de AMP c i c l i c o  son derivadas del mismo precursor o son productos 
g6nicos separados. En muchos te j idos  este t i p 0  de act iv idad enzimstica a- 
parece en l a  f raccidn particulada, aunque son de fk i l  so lub i l i zac i6n  por 
procedimientos r e l a t i  vamente suaves. A1 gunas formas son muy susceptibles a 
proteGl is is,  tratamiento que las  act iva y convierte en formas solubles 
(Epstein e t  a1 , 1978; Loten e t  a1, 191#); Wilson y Houslay, 1983). Tambi6n 
han s ido descriptas formas solubles de esta enzima. Asi, ha s ido p u r i f i -  
cada a homogeneidad y caracter i  zada l a  PDE de AMP c i c l  i c o  soluble de ri- 
fidn de p e r m  (~hompson e t  a l  , 1979; Epstei n e t  a l  , 1982). La enzima co- 
rresponde a un mon6mero de cerca de 60 K, con c inet ica michaeliana, pre- 
sentando una Km para e l  AMP c i c l  i c o  de 2,2 f l  y para e l  GMP c i c l  i co  de 
312 PM. Es posible que esta forma se hal le ,  a1 menos parcialmente, unida 
a l a  membrana ce lu la r  y que l a  homogenizaci6n en medio hipot6nico conduz- 
ca a su so lubi l izac i6n.  Una forma aparentemente sernejante presente en pul- 
m6n humano, ha s ido pur i f icada (tloore y Schroedter, 1982), y tambi6n se 
ha pur i f icado una enzima con l a  misaa especif icidad de sust rato a p a r t i r  
de membranas de higado de ra ta  (Marchmont e t  a1 , 1981). Para esta enzima 
de membrana se ha observado una c ine t ica  de cooperatividad negativa (Km 
para e l  AMP c i c l i c o  de 0,7 pM; coef ic iente de H i l l  : 0.62). Esta forma en- 
zimgtica per i fer ica,  dgbilmente unida a l a  melnbrana plasastica, es f z c i l -  
mente so lub i l i zab le  a a l t a  fuerza i6nica. Se presenta bajo l a  forma de mo- 
ndmeros de 52 K y quiz& sea d i ferente de una forma in t r inseca de l as  mem- 
branas de higado, no ex t ra ib le  por simple lavado, y de una forma c i  t 0 ~ 6 l  i- 
ca de fuer te  af in idad por e l  AW c i c l i c o  (Marchmont y Houslay, 19Wa). 
I 11.4.4. Otras fosfodiesterasas de nucle6tidos c i c l  i cos 
Se han descri pto las  propiedades de una PDE presente en var ias 1 ineas 
celulares de c6 lu las de linfoma S 49 (Brothers e t  al ,  1982) l a s  que l a  a- 
semejan a l a  ac t iv idad de fosfodiesterasa de GMP c i c l i c o  de a l t a  afinidad. 
Presenta una Km para e l  GYP c i c l i c o  de 40 PM y para e l  N I P  c i c l i c o  de 100 
p H ;  l a  Km para e l  GIIP c i c l i c o  es mucho men.or que l a  de l a  mayoria de l a s  
o t ras  fosfodiesterasas descriptas. Esta forma enzimdtica no estd presente 
en ext ractos de celulas de t i p 0  sa lva je  y no se sabe s i  es e l  resu l tado 
de un producto .gfnico de PDE a1 terado o b ien  se t r a t a  de un gen que no 
se t r ansc r i be  normalmente en 10s l i n f o c i t o s  S 49. Estas l i neas  celulares 
mutantes son resistentes a l a  muerte por accidn de age~ites que aumentan 
10s n i ve les  de AMP c i c l l c o  en l a  cglula.  
Tambien se ha pur i f icado y caracterizado a p a r t i r  de higado porcino 
una PDE no espec i f ica  que h i d r o l i z a  e f ic ienteaente NIP c i c l i c o  y CMP c i -  
c l i c o  (Helfman e t  a l ,  1981); esta enzima t i ene  muy baja ac t i v idad  f rente 
a1 GMP c i c l  ico.  Es responsable de solamente e l  1% de l a  ac t i v idad  fosfo- 
d iesterc is ica c i  tosb l ica.  E s t i  const i  tu ida  por un mondmero de 33 K y es 
capaz de h i d r o l  i z a r  diversos nucle6t idos 2' ,3' (Helfman y Kuo, 1982). 
Es importante destacar que e l  papel del CMP c i c l  i c o  en l a  c6 lu la  es 
a6n desconocido; quiz6s se t r a t e  de un e fec to r  p o s i t i v o  de l a  p r o l i f e r a -  
c i6n c e l u l a r  (Helfman y Kuo,-1982). 
111.5. Var iab i l i dad  del equipamiento de fosfodiesterasas de 10s t e j i d o s  
Las d i ferenc ias de especi f ic idad, de c ingt ica,  de sens ib i l i dad  a d i -  
versos activadores, de est ructura cuaternar ia y de pesos moleculares son 
considerables entre 1 as d i  versas formas enzimit icas . Resul t a  poco proba- 
b l e  que l a  mu1 t i p l i c i d a d  de t i pos  observados sea en todos 10s casos un 
a r t i f i c i o .  S in  embargo, l a  exis tenc ia  de subunidades comunes entre l a s  
d i s t i n t a s  formas enzimdticas no ha s ido  descartada por c i e r t o s  autores 
(Thompson e t  a1, 1979 ; b o r e  y Schroedter, 1982). 1 o que apoyaria 1 a teo- 
r i a  de un origen comiin o de l a  interconvertibilidad de l a  mayorfa de l a s  
fosfodiesterasas. Existe inmunorreactividad cruzada entre 1as formas espe- 
c i f i cas  de AMP cic l ico  y de @1P cicl ico de riii6n de perro (Sarada e t  a l ,  
1982). Por 'otra parte, s e  ha encontrado tanbi6n relaci6n innunol6gica en- 
t r e  l a  PDE de a l t a  afinidad por el M1P cic l ico  de metibranas de higado de 
rata y l a  forma especifica de GMP cic l ico  de dichas r,~mbranas, pero no con 
l a  forma ci tos6l ica de a l t a  Km de higado (Whitson y Appleman, 1982). 
E l  hecho s e  basa en l a  s i m i l i t u d  eventual en t re  l a s  formas fosfodies- 
terhsi  cas detectadas en diferentes tejidos.  La presenci a de formas aparen- 
temente i dgnti cas , correspondientes a 1 os t r e s  tipm princi pales (forma 
activable por calcio-calmodulina; forma especifica de AfCP cic l  ico; forma 
modulada por GtlP cicl ico)  , ha sido constatada en numerosos tej idos de una 
misma especie o de especies diferentes (Appleman y Terasaki, 1975; Hidaka 
e t  a l ,  1977). 
En cier tos  casos (como por ejemplo, PDE de ret ina activable por luz) 
una forma enzimstica puede e s t a r  circunscripta a un solo tejido. Sin em- 
bargo, en general, l o  que parece diferenciar principalmente a1 equipamien- 
t o  de fosfodiesterasas de diversos tipos celulares e s  l a  proporci6n de 
cada una de l a s  formas principales. Por ejemplo, l a  forma dependiente de 
ca2+ e s  minoritaria en higado de r a t a ,  mientras que es preponderante en 
coraz6n de conejo (Appleman y Terasaki, 1975) y representa mhs del 90% de 
l a  actividad cerebral (Kincaid e t  a1 , 1981). La relaci6n ent re  actividad 
c i  tos6l ica y particulada varia considreablemente de t e j ido  en tej ido;  al-  
rededor del 50% de l a  actividad h idro l i t ica  de AMP cic l ico  s e  hal la  en l a  
membrana de higado de rata  (mi  tson y Appleman, 1982) mientras que l a  ac- 
t ividad de pulmdn humano es casi exclusivamente ci tos6l ica (Moore y Schro- 
edter ,  1982). 
La degradacidn de 10s nucle6t idos c i c l i c o s  en 10s t e j i d o s  es l a  resul- 
tan te  de l a  accidn de todas l as  formas presentes, l o  que determina una re- 
gulaci6n var iab le  s e g h  e l '  t i p o  ce lu lar .  
I 1  I. G. Regulaci6n f i s i o l d g i c a  de llas fosfodiesterasas 
La importancia del papel desempeiiado por l a  ac t i v idad  de l a s  .fosfo- 
diesterasas de nucle6t idos c i c l i c o s  en l a  regulacicn de 10s n ive les  celu- 
la res  de dichos nuclebtidos, permite prever l a  ex is tenc ia  de sistemas de 
regu1aci.dn f i s i o l d g i c o s  de esta act iv idad. 
111.6.1. Regulaci6n por 10s sustratos 
Las carac te r i s t i cas  de l a s  diversas f o r m  de l a  enzima muestran que 
l a  act iv idad.  de c i e r t a s  fosfodiesterasas puede es ta r  ba jo  con t ro l  de su 
propio sustrato.  As:, 1 a cooperat iv i  dad negati va observada en 1 a c i ng t i ca  
enzimstica de c i e r t a s  formas especi f icas de AMP c i c l  i c o  qu i z i s  tenga im-  
portante r e p e r c u s i h  sobre 10s n i  veles del nucl edtido. Un sistema de coo- 
pera t i v idad  negat iva podr ia permi ti r, luego de una estimul acidn hormonal, 
e l  mantenimiento de un n i v e l  elevado de AMP c i c l i c o  durante un tiempo su- 
f i c i en te  como para p e r m i t i r  que se completen sus efectos f i s i o l bg i cos ;  una 
enzima de c i ng t i ca  michaeliana l l e v a r i a  mucho m6s r i p i d o  a1 sus t ra to  su 
n i v e l  basal (Russel e t  a1 , 1972). Estudios te6r icos muestran que l a  coo- 
perat iv idad negat iva amp l i f i ca  e l  factor de estimulaci6n de l a s  concen- 
t raciones de At4P c i c l  ico.  
E l  GMP c i c l i c o  podr ia t a n b i h ,  en c i e r t a  medidar regular  i n  v i vo  l a  
actividad de l a  forma fosfodiester8sica de cingtica de cooperatividad po- 
s i t i v a  (Martins e t  a l ,  1982; Terasaki y Appleman, 1975). La uni6n de GMP 
c ic l i co  en 10s s i t i o s  regulatorios de l a  enzima estimula l a  actividad hi- 
d ro l i t i ca  de 10s s i t i o s  ca ta l i t icos  l o  que produce una cin6tica de coope- 
ratividad positiva para l a  h idrd l i s i s  de GHP cicl ico y a baja concentra- 
ci6n de AMP c ic l i co  una estiaulacidn & su hidr6l i s i s .  La importancia f i -  
sioldgica de e s t a  regulacidn ha sido puesta en duda porque jolamente se r i a  
observable i n  v i t r o  a concentraciones de l a  enzima. poco probables de exis- 
t i r  i n  vivo (Guan y Cheung, 1980). 
111.6.2. Regu.laci6n de l a  PDE activable por calcio. Acci6n de lipidos y_ 
fosfol ipidos 
Un modo de regulacidn muy importante corresponde a1 que ejerce sobre 
1 a fosfodiesterasa de a1 t a  KJM el complejo ca2+-calmodul i na. La concentra- 
2+ - 
cidn dptima de Ca para el  proceso de estimul acidn s e  encuentra en e l  or- 
den de l a s  concentraciones f is iol6gicas de e s t e  i6n (1-5 PM). 
Asi, - 1 as variaci ones del cal ci  o intracel  ul a r  podrian entonces i nfl u i  r 
sobre l a  h id r6 l i s i s  de 10s nucle6tidos c i c l  icos. La calmodulina, que cons- 
t i tuye  el nexo esencial de l a s  acciones reguladoras del ca lc io  es td  pre- 
sente en gran cantidad (hasta 600 mg/kg de tej ido)  en todas l a s  c6l ul as de 
10s organismos superiores. Es una proteina de peso molecular 16.700 cuya 
estructura primaria ha sido determinada en cerebro bovino (Watterson e t  a l ,  
2 t  1980). Posee cuatro s i t i o s  de uni6n de Ca , en cuya presencia suf re  un 
cambio conformaci onal uniendose con a1 t a  a f in i  dad a numerosas proteinas,  
en t re  e l l a s ,  l a  fosfodiesterasa de a l t a  Km. Las proteinas ligadoras de cal- 
modulina, cuyas actividades bioldgicas se ven nodificadas por esta @6n, 
pertenecen a sistemas celulares muy variados: quinasa de l a  cadena l i v i a -  
na de l a  miosina, regulando a s i  e l  estado c o n t r i c t i l  de l a s  f ibras 1 isas; 
2 t  2t ATPasa dependiente de Ca -Mg de er i t roc i tos ;  quingsa de proteina de 
mernbrana, dependiente de ca2+; etc. 
La PDE act ivable por calmoduldna es tanbign estimulable i n  v i t r o  por 
numerosos l i p idos  y fosfo l ip idos que se fi jan independientemente del ca l -  
c i o  sobre una zona h id ro fd t i ca  de l a  molicula e n z i d t i c a ,  que pbdrfa ser  
e l  s i t i o  de unidn de l a  calmodulina ( ~ i e t z e r  e t  al ,  1982). La estimulacidn 
observada 'es del mismo orden que 1 a provocada por l a  calmodul i na. 
Los agentes a c t i  vos comprenden hcidos grasos saturados e i nsaturados 
(oleico, l ino le ico ,  este i r ico) ,  fosfolipidos ( fos fa t i d i l i nos i to l ) ,  1 iso- 
fos fo l ip idos  ( l i s o f o s f a t i d i l i n o s i t o l  , 1 i so fos fa t id i l ser ina ,  l i so fos fa t i -  
d i l co l i na )  , etc. (Wolf y Brostrom, 1976; Tai y Tai, 1982). Estas acciones 
de 10s l ip idos  podrian tener in f luencia f i s io ldg ica  importante por su par- 
ti c i  paci 6n en isquemi as cardiacas o en 1 as manifestaci ones cont rsc t i  l e s  
patolBgicas (Katoh e t  a1 , 1982). Adembs, c ier tos productos del metabolis- 
rno de 1 os fosfo l ip idos ( i c idos  grasos i nsaturados , fosfatidatos, 1 isofos- 
f a t i d i l i n o s i t o l )  podrian estar implicadas en uno de 10s efectos de 10s 
agentes col ingrgicos o a-adrengrgicos: 1 a dismi nucidn de 10s niveles de 
AMP c i c l  i c o  i ntracelu lar  ( ~ a i  y Tai , 1982; Nemecek y Honeyman, 1982). Es- 
tos agentes provocan una acunulac ih de fosfatidato, una aceleraci6n de 
l a  producci6n de Bcidos grasos insaturados y de 1 i s o f o s f a t i d i  l i n o s i  to1 , y 
estos compuestos son activadores de l a  fosfodiesterasa sensible a calmo- 
dulina. Asi se expl i c a r i a  ~arc ia lmente l a  re lac i6n entre e l  AMP c i c l  i c o  v 
c ie r tos  efectos f i s i o l B q i  cos de 10s awntes col inergicos y a-adrengrgicos 
(Nemecek y Honeyman, 1982). 
Sin embargo., 1 a acci6n estimulatoria de 1 ipidos y fosfol ipidos tam- 
biBn ha sido.. descri pta para la  fosfodiesterasa especifica de AMP c ic l  ico 
de diversos tejidos, insensible a calmodulina. La PRE de AMP cic l ico  de 
a1 t a  afinidad purificada parcialmente a par t i r  de la  fracci6n microsomal 
y membranas pl  asmrti cas de adi pocitos es es t  imulable por fosfol ?pi dot 
ani6nicos (1 isofosfatidi1glicero1, 1isofosfatidi1colina, fosfatidilglice- 
rol , fosfatidilserina) en un proceso. en e l  que aumenta l a  Vm de 1 a enzima 
pero no se  modifica l a  Km para el sustrato. Esta acci6n de 10s fosfolipi- 
dos sobre l a  PDE de baja K~I  ha sido encontrada tambih en membranas intac- 
t as  por l o  que se postula un papel de 10s fosfolipidos en la  reg31acibn 
metab61 ica (Lance llacaul ay e t  ill , 1983 -a y b-) , 
De 1 as t res  formas solubles de fosfodiesterasa de corazbn de rata se- 
paradas por isoelectroenfocado (N6moz e t  al , 1981), se ha encontrado que 
l a  enzima especifica de AMP cFclico es estimulable por acci6n de l a  f ~ s f o -  
l i  pasa c y su product0 de metabolismo, el Bcido fosfetidi.co (Prigent e t  
a l ,  1984). La forma de PDE de AMP ciclico particulada de a l t a  afinidad de 
. . 
cerebro de rata es inestable, inclusive conservada a 4 O C  o a -20 "C. Se 
ha encontrado que 10s fosfolipidos extraidos de cerebro de rata, buey y 
de cerdo, estabilizan la enzima y adeds ,  estimulan su actividad (Ong y 
Koh, 1982 -a y b-). El mecanismo mdlecular por e l  cual estos fosfolipidos 
ejercen su acci6n permanece a h  desconocido. 
111.6.3. Regulacidn de prote6lisis 
La regulacidn de l a  actividad fosfodiesterSsica por accidn de la  pro- 
t e d l i s i s  ha sida descripta en diversos s is tenas.  En l a  mayoria de 10s ca- 
sos,  l a  protedl is is  ejerce un efecto estimulatorio de l a  actividad cata- 
1 it ica si endo res ponsable de procesos t a l e s  como el de desenmascarami ento 
de una actividad parcialmente inacti  va (Cheung, 1969) hasta de l a  apari- 
cidn de mdltiples formas derivadas de una original (Narindrasorasak e t  a l ,  
1982). 
En todos 1 os casos descri ptos, e s t e  mecanismo de regul aci6n i rrever- 
sib1 e provoca l a  e l  iminaci6n de una regi6n de l a  mol6cula enzimdtica que 
e jercer ia  un efecta inhibi tor io sobre l a  actividad fosfodiesterbsica. De 
es ta  manera s e  induci rian cambios en el tamafio molecular, en algunos ca- 
sos muy apreciables; a s i  l a  prote6lisis de l a  PDE de AMP cic l ico  soluble 
de Ctero de rata lleva a l a  enzima de una forma cuyo coeficiente de sedi- 
mentacidn e s  7 S a o t ra  de 4 S (Epstein et  a l ,  1978). Es muy probable que 
l a  remoci6n de l a  regidn regulatoria de l a s  fosfodiesterasas induzca cam- 
bios conformacional es en l a  mol6cula de 1 a enzima, t a l  como actuaria el 
complejo ca2+-caltnodulina sobre l a s  proteFnas receptoras del mism. Se ha 
encontrado que rnuchas fosfodi esterasas estimulables por calmodul i na tam- 
bi6n l o  son por prote6lisis controlada, siendo ambos efectos no aditivos 
sin0 alternativos , como se encontrara en l a  activacjdn por quimotri psina 
de l a  fosfodiesterasa de GMP cic l ico  soluble de higado de ra ta  (Moss e t  
a1 , 1978). La prote6lisis estimula 1 a actividad fosfodiesterdsi ca, tor- 
nindola insensible a l a  accidn de l a  calmodulina (Tucker e t  a l ,  1981; Pri- 
gent e t  a1 , 1984; Ore1 1 ana e t  a1 , 1984). 
La prote6l isis control ada estimulatori a de l a  actividad fosfodieste- 
rdsica ha sido encontrada tanbien en otros sistemas no sensibles a calmo- 
dulina, como el de l a  PDE activada por luz de bastoncillos de retina 
(Hi k i  e t  a1 , 1975) (ver Fosfodiesterasas de GMP cicl i co  activadas por luz 
pardgrafo III.4.2.a) o el de la PDE de mioblastos y mClsculo esqueletico 
de ra ta  (Narindrasorasak e t  a l ,  1982). En e s t e  b l t i m  sistema se ha en- 
contrado una forma nativa original cuya actividad es regulada por un. pro- 
ceso de fosforilacidn dependiente de AMP ciclico. Dicha forma nativa ge- 
neraria por prote6l is is  o t ras  formas enzimiticas no sensibles a l a  regu- 
laci6n por fosforilacibn. A1 igual que en otros sistemas, en mlrsculo de 
ra ta  no s e  ha dilucidado si l a  generaci6n de d l t i  ples formas por prote6- 
lisis es  un proceso regulatorio f is iol6gico o si s e  t r a t a  de un a r t i f i c i o  
debido a prote6l isis inespecificas durante 1 as preparaciones enzimiti case 
No obstante e l l o ,  en higado (Saki e t  a l ,  1978) y en riR6n de r a t a  (Strew- 
1 e r  y Manganiel 1 o, 1979), se  ha encontrado una proteasa 1 i sosomal que ac- 
ti va 1 as respectivas fosfodiesterasas solubles de dichos sistemas y cuya 
acci6n activadora es suprimida por i n h i  bidores de proteasas t a l e s  como la  
leupeptina, antipaina e inhibidor de catepsina 61. Tambien se  ha encontra- 
do que en sis temas de fosfodiesterasas particuladas, l a  ac t i  vidad puede 
s e r  sol ubilizada por acci6n de l a  tri psinizaci6n controlada, como -ocurre 
con l a s  varias fosfodiesterasas descriptas en ret icul  o sndopl asmitico 
( M i  lson y Houslay , 1983). 
111.6.4. Regulaci6n por insulina. Fosforilac.idn de l a  fosfodiesterasa 
Entre 10s casos observados de modulaci6n hormonal de l a  fosfodieste- 
rasa,  1 a acci6n de l a  insul ina ha dado lugar a numerosos estudi .0~.  Es co- 
nocido desde el afio 1970 y ampliamente verificado que l a  i n s u l  ina produce 
en dosis f i s io l6g icas ,  por contact0 con l as  cglulas del t e j i d o  adiposo 
intactas un increment0 de dos a cinco veces en l a  act iv idad fosfodieste- 
r i s i c a  que sobreviene en pocos minutos (Francis y Kono, 1982). La forma 
enzim6tica estimulada presenta una al . ta afinidad por e l  RIP c i c l i c o  y co- 
rresponde a una fraccien membranosa. Una acci6n semejante de l a  insu l  ina 
ha s ido tambi6n observada en hepatocitos. La estimulacidn de l a  degrada- 
ci6n del AMP. c i c l i c o  por insu.lina, una de l a s  numerosas acciones celula- 
res de esta hormona, puede expl i c a r  sus efectos sobre 10s n i  vel es de AMP 
c i c l i c o  hepstico: e l  decrecimiento de 10s mismos que' habian sido incre- 
mentados previamente por acci6n de l g l  ucag6n. Aqui puede radicar, a1 me- 
nos parcialmente, e l  origen de 10s efectos i n h i b i t o r i o s  de l a  insul ina 
sobre l a  g l  ucogenol i s i s  y l a  glucog6nesis y const i  tuye un ejemplo del 
antagoni smo entre estas dos hormonas : 
E l  mecanismo de accidn de l a  i nsu l i na  sobre l a  fosfodiesterasa perma- 
nece afin en e l  terreno especulativo. Se ha demstrado que i n  v ivo no hay 
interacci6n d i  recta entre l a  honnona y 1 a mol6cula enzimstica (Marchmont 
y Houslay, 1981) n i  se ha l l a  involucrada s in tes i s  proteica ( f ranc is  y 
Kono, 1982) , Las experiencias de so l  ubi  1 izaci6n de 1 a enzima han aportado 
a1 gunos e l  ementos de i nformaci 6n. La i nsul i na posee receptores de membra- 
na disociables de l a  enzima l.uego de l a  sol ubi 1 izac i6n de esta 51 tima 
(Appleman y Terasaki , 1975). Una prote6l  i s i s  l imi tada de 1 as membranas de 
higado o de adipocitos. puede i m i t a r  e l  efecto activador de l a  insul ina 
sobre l a  act iv idad fosfodiesterisica y l i b e r a r  a l a  f racci6n soluble un 
fragment0 de PDE con act iv idad ca ta l i t i ca .  Se puede suponer que un elemen- 
t o  regulador, que ejerce en ausencia de insu l ina  una inh ib ic i6n  sobre l a  
fosfodiesterasa intacta queda incluido en l a  menbrana. La insulina modi- 
f i c a r i a  l a s  propiedades de ese elemento regulador que e l  iminaria l a  inhi- 
bicidn sufr ida por l a  parte c a t a l i t i c a  (Francis y Kono, 1982; Loten e t  a l ,  
1980). La solubilizacidn de l a  enzima por acci6n de detergentes produce 
un aumento del radio de Stokes despu6s de estimulaci6n hormonal, l o  que 
puede r e f l e j a r  un cambio conformacional o l a  fi jaci6n de una subunidad 
suplementaria bajo 10s efectos de l a  insulina (Loten e t  a l ,  1980). Un me- 
canismo de fosforilaci6n habia s ido  sugerido como implicado en e s t e  proce- 
so. Recientemente se ha demostrado una estrecha relacidn entre l a  fosfo- 
r i lacidn de una PDE perifgrica de l a  membrana de higado y el aumento de 
su actividad bajo el  efecto de l a  insulina. Estos efectos son observables 
i n  v i  t r o  sobre una preparaci 6n de membranas, requi riendo 1 a presenci a de 
AMP c ic l  ico e invol ucrando l a  a c c i k  de una quinasa de proteina dependien- 
t e  de AMP ciclico. Una concentraci6n de e s t e  nucle6tido de 4 PM, corres- 
pondiente a 10s niveles observados en higado despu6s de una estirnulacidn 
de l a  adenilato ciclasa por glucagen, e s  6ptima para estos  fen6menos y 
permi t e  obtener una dupl icacidn de 1 a actividad fosfodi e s t e r b i  ca (March- 
mont y Houslay, 1980b). Esto explicaria l a s  fluctuaciones del efecto es- 
timulatorio de l a  insulina encontradas en hepatocitos intactos,  cuyos n i -  
veles de nucle6tidos c ic l icos  pueden s e r  variables. La enzima sensibl e a 
insulina ha sido purificada a homogeneidad (Marchmont y Houslay, 1981; 
Marchmont e t  a1 , 1981). En su forma activada incorpora un fosfato por mo- 
lecula de enzima. E l  efecto de l a  fosforilaci6n conduce principalmente a 
un increment0 de l a  cooperatividad negativa con respecto a l a  enzima na- 
t iva  (el  coeficiente de Hill pasa de 0,62 a 0,47), l o  que se traduce, a 
l a s  concentraciones f is ioldgicas del sustrato,  en un increment0 de l a  ac- 
tividad h idro l i t ica  (Marchmont y Houslay, 1981). La fosfodiesterasa hep8- 
t i c a  sensible a insulina se  f i j a  reversiblemente con gran afinidad a l a s  
membranas pl  asmeti cas sobre receptores proteicos (Hous lay y Marchmont , 
1981), que podrian coincidir o a1 menos s e r  parte de 10s receptores insu- 
linicos.  La insulina, por su f i  jacidn sobre su receptor, conducir?a a un 
cambio conformacional de l a  fosfodiesterasa, permitiendo que e s t a  enzima 
se torne accesibl e a una quinasa de proteina, luego sea fosfori  lada y por 
ende activada. Sin embargo es  importante destacar que l a  enzima de mem- 
brana de higado que se  fosfor i la  no s e r i a  l a  misma enzima descripta por 
Loter (Loter e t  a l ,  19801, l a  cual es  activada por insulina y tambign ppr 
glucagdn (fleyworth e t  a l ,  1983). Los resultados obtenidos por e l  grupo de 
Houslay permiten proponer un mecanismo coherente para 1 a estimulaci6n de 
la  fosfodi esterasa hepgtica por insul ina. Sin embargo estos resultados no 
han sido confirmados por otros grupos y no se  sabe si pueden ser extrapo- 
1 ados a1 te j ido  adi poso. Ciertos autores proponen una mediacidn de diver- 
sos efectos celul ares de l a  insulina por l a  liberaci6n de una pequefia mo- 
l6cula de peso molecular 1000-1500, qui z5s peptidica, que actuaria 1 uego 
de que l a  hormona s e  f i j a  a sus receptores de membrana. Este fac tor  pare- 
ceria capaz de ac t ivar  l a  PDE del t e j ido  adiposo ( ~ i e c h l e  y J a r e t t ,  1981). 
Este model o no es necesariamente excl uyente del precedente. 
111.6.5. Acciones hormonal es diversas sobre las  fosfodies terasas 
Ha sido descripto o t ro  t ip0  de regulaci6n hormonal de l a  PDE de mem- 
brana: 10s agentes l ipo l i t i cos  estimulan l a  PDE luego de e s t a r  en contac- 
t o  algunos minutos con c6l u l  as aisladas de c ier tos tej idos, Las catecol- 
aminas y l a  co r t i co tmf ina  (ACTH) (Hakino y Kono, 1980) son act ivas sobre 
l a  enzima de adipocitos; e l  glucagBn es t i nu la  l a  enzima de hepatocitos 
(Loten e t  al ,  1978). Estos efectos son imitados por e l  AMP c i c l i c o  o e l  
d i b u t i r i  1 AMP cl'cl i c o  y son independientes -de s in tes is  proteica. En adi- 
pocitos parece ser que l a  misma .especie enzimit ica es activada por insu- 
l i n a  y por adrenal ina, en hepatocitos pot- insu l ina  y .por  glucagdn (ver 
pardgrafo 111.6.4.). Es probable que 10s agentes l i p o l i t i c o s  a c t k n  a 
travgs de l a  fosfor i laciBn dependiente de AMP c i c l i c o  de alguna proteina, 
Se puede suponer que l a  insul ina y 10s agentes l i p o l i t i c o s  inducen l a  
f o s f o r i l  aci6n de s i t i o s  d i s t i n tos  de una misma fosfodiesterasa (Makino y 
Kono, 1980). Resul t a  parad6jico que agentes hormonales cuyas pr incipales 
acciones f is io l i ig icas son antagcnicas produzcan un efecto aparentemente 
ident ico sobre un mismo dest inatar io enzimit ico. La estimulacidn de PDE 
podria ser responsable de l a  disminucien de 10s niveles de ARP c i c l i c o  
que o'curre 1 uego del alza inducida por e l  glucag6n en hepatocitos o i n  
vivo (Loten e t  a l ,  1978). 
Otras hormonas podrian estar implicadas e n  l a  regulaci6n de l a  a c t i -  
vidad de PDE. Las hormonas t i ro ideas provocan una caida de l a  act iv idad 
de muchas formas de l a  enzima en t e j i d o  adiposo (~u f i ez  y Correze, 1981) y 
en h i  gad0 (Iforgan e t  a1 , 1982). E l  hipert i roidismo aumenta notablemente 
l as  actividades fosfodiesterisicas normales; l a  ca5da de l a  concentraci6n 
de N4P c i c l i c o  suprime l a  respuesta de las  cglulas a las hormonas l i p o l i -  
t icas.  E l  mecanismo de acci6n de 1 as hormonas t i ro ideas sobre l a  PDE aQn 
no se conoce. 
Tambien 1 as hormonas esteroideas partici pan en l a  modul aci6n de l a  
PDE. El estradiol i n  vivo disminuye la  actividad fosfodiesterhsica en 6- 
tern de rata (Gardner e t  a l ,  197i3). La testosterona induce l a  caida de la 
actividad de PDE en epididimo y prdstata de rata; en ratas adultas, la 
castracicn o 1 os compuestos antiandroghicos incrementan l a  actividad de 
hidr6lisis  de AflP cic l ico  de cinco a diez veces (Holtz e t  a1 , 1981). La 
suprarrenalectomia incrementa 1 a actividad de 1 a PDE de GMP cicl i co en 
diveros t e j  idos, efecto r e ~ e r s i  ble por la  admi nistraci6n de gl ucocorticoi- 
des (Thompson y W i  11 i am,  1974) . Por otro 1 ado, 10s gl ucocorticoides a 
concentraciones fisiol6gicas inhiben a l a  PDE i n  vitro.(Schmidtke e t  a l ,  
1976). La importancia fisiol6gica de estas respuestas del organism0 a las 
hormonas esteroi deas no ha sido afin establecido. La mayoria de 10s efec- 
. tos de la's hormonas esteroideas sobre l a  PDE son relativamente lentos y 
parecen depender .de s in tes is  proteica, quizis un modulador que inhiba l a  
enzima (Hol t z  e t  a1 , 1981). 
111.6.6. Fen6menos de regulaci6n lenta 
Existe, efectivamente, una regulaci6n a largo pl azo de l a  actividad 
fosfodiesterisica. La inducci6n de l a  s in tes is  "de novo" de ciertas for- 
mas de l a  enzima es observable en diversos tipos de cglulas en cultivo, 
wr el agregado de agentes. que aunentan 10s niveles intracelulares de AMP 
cicl ico (catecolaminas, inhibidores de l a  PDE, d i b u t i r i  1 AHP cicl  ico). 
Por e jemplo, en miobl astos se observan en estas condiciones 1 a inducci6n 
de una sola de l as  varias formas especificas de AMP cicl ico presentes 
(Ball e t  a1, 1980). En una linea de cglulas de hepatoma, el mantenimiento 
de l a s  concentraciones elevadas de AMP c ic l  ico intracelular  induce l a  
forma especifica de AilP cicl ico,  mientras que l a  incubaci6n prolongada de 
l a s  c6lulas en presencia de glucocorticoides provoca una represi6n de las 
dos formas especificas de GMP c ic l i co  (Vaughan e t  a l ,  1981). La influen- 
cia de 10s nucledtidos cicl icos sobre l a  modulaci6n a largo plazo de su 
propia degradaci6n ha sido constatada en numerosos otros s is tenas celula- 
res (We1 1 s y Hardman, 1977; Strada y Thompson, 1978). 
111.7. Fosfodiesterasas en pl antas superiores 
La presencia de AMP cicl.ico en te j idos  de pl antas superiores (Brown y 
Newton, 1973) alent6 l a  bcsqueda de 10s sistemas enzim6ticos regulatorios. 
As?, s e  han encontrado actividades fosfodiester is icas  de nucle6tidos c i -  
c l  i cos en d i  versas especi es .vegetal es: Spi nacea deracea Brown e t  a1 , 
1980), Sol anum tuberosum (Ashton y Polya, 1975; Zau-kowwleczewska e t  a1 , 
1984), Hordeum vulgare (Vandepeute- e t  a l ,  1973), Pisum sativum (Po chao y 
Varner, 1972) y cal los  de soja  {Brewin y Northcote, 1973). 
En la  mayoria de 10s casos l a  actividad fosfodiesterdsica s e  e jerce  
sobre nucle6tidos c ic l icos  2 ' ,3 '  y 3' ,5 ' .  Son formas de a l t o  peso molecu- 
l a r  (180 K - 370 K ) ,  generalmente formadas por subunidades agregadas, no 
regul ables por 10s inhibidores cl isi cos (metil xantinas, por ejempl o) ni 
activadores (calmodul ina o imidazol ). 
111.8. Fosfodiesterasas en eucariontes inferiores 
En algunos eucariontes infer iores  s e  ha informado de l a  presencia de 
nds de una forma de PDE, pero en l a  mayoria de 10s casos resul ta  muy d i -  
f i c i l  as imilar las  a alquno de 10s t i p o s  descriptos para organisms suge- 
r io res .  Asf , por ejemplo, se han encontrado en el musgo Funaria hjigrome- 
t r i c a  dos formas de PDE que s e  separan por cromatografia de afinidad en 
col umna de AMP ciclico-agarosa. Una forma que e l  uye con el lavado (PDE I )  
es insensible  a metilxantinas e imi.dazo1 y copurifica con nucleotidasas. 
Esta forma s e  relaciona pos sus propiedades con l a s  encontradas en plan- 
t a s  superiores.  La. o t ra  forma (PDE 11) eluye de l a  res ina a 100 rM de AMP 
c i c l i co ,  es inhibible  por metilxantinas y estimulable por imidazol y e s t S  
1 i bre de nucl ebtidos; e s t a  forma esti re1 acionada con 1 a s  fosfodiestera- 
sas  encontradas en animales (Sharma y Johri ,  1982). Por cromatografia en 
DEAE-celulosa, s e  separan dos ~ i c o s  de propiedades d i fe ren tes  y por re- 
cromatografia del segundo s e  obtiene 'un desdobl amiento en o t ros  dos picos 
nuevos con gananci a de a c t i  v i  dad . especifi  ca (Sharma y Johri  , 1983). Estos 
resultados sugieren que l a s  mirltiples formas podrian der ivar  de una forma 
nat i  va , qui z i s  por un proceso de protedl isi s , a juzgar por 1 a gananci a de 
actividad, y por analogia a l o  que ocurre con l a s  fosfodiesterasas  de a- 
nimales superiores. 
Los estudios de fosfodiesterasas realizados en hongos han demostrado 
l a  exis tencia  de una gran variedad de fonnas enzimiticas;  s i n   embargo,^ 
qui zas a causa de que no son muchos 10s estudios real izados,  no ha podido 
confecci onarse una c l  as i  f icaci6n general izadora de dichas formas. 
En Dictvostelium discoideum se ha descripto l a  exis tencia  de a1 menos 
dos t ipos  de PDE de AMP c i c l i co ,  una extrace lular y o t r a  asociada a l a  
membrana plasmdtica (Chang, 1968; Gerish et  a1 , 1972; Pannbacker y Pravard, 
1972). La forma ex t race lu la r  se excretaria a1 medio como una f o m  de 
a l t a  a f in idad (Km para e l  ANP c i c l  i c o  15 ~1.1) durante todo e l  desarrol lo. 
Esta act iv idad es modulada por l a  cosecreci6n de una proteina inh ib idora 
( D i  cou y Brochet, 1979; Riedel e t  a1 , 1973) que foma un compl e jo  con l a  
enzima elevando l a  Km a 2 mM. Existen varias formas de PDE extracelu lar  
que se d i  stinguen por cromatograffa de intercambio i6n ico  y por su peso 
molecular (Toorchen y Henderson, 1979). Se t r a t a r i a  de l as  di ferentes a s p  
ciaciones de dos subunidades de gl icoproteinas de peso molecular 50 K y 
52 K, relacionadas inmunol6sicamente (McDonald v Sampson, 1983). La PDE 
asoci ada a membrana (trlalchow e t  a1 , 1972) es una forma de a1 t a  af in idad 
por e l  AMP c i c l i c o  (Km 10 PM) y comparte con l a  enzina ext racelu lar  las 
propiedades cinbt icas, e l  punto isoelect r ico,  e l  peso mol ecular de l a  
subunidad de 50 K y s in i l a res  mapas peptidicos (Shapiro e t  a1 , 1983) l o  
que suger i r ia  una re lac i6n gengtica entre ambas enzimas. 
En Physarum polycephal um se han descr ipto dos formas de PDE, una par- 
t icu lada y o t r a  soluble que se excreta a1 medio; ambas formas t ienen como 
sustrato AMP c i c l i c o ,  requieren cat idn divalente, son inh ib ib les por me. 
t i l x a n t i n a s  y por ATP y son de baja a f in idad por e l  sustrato (Murray e t  
al,  1971; Kincaid y Mansour, 1979). 
En Aspergi l lus n iger  se han encontrado dos formas de PDE de AMP c f -  
c l i co ,  una ext racelu lar  y ot ra  i n t race lu la r  (Wold y Suzuki, 1974) y en 
A. giganteus variaciones de 10s niveles de act iv idad de PDE de AMP c i c l i -  
co durante l a  fotomorfog6nesis de conidi6foras gigantes (Zurzycka e t  a l ,  
1983) . 
En - Blastoc ladie l la  emersonii se ha demostrado l a  existencia de una 
I 
act iv idad de PDE. de AMP c i c l i c o  soluble en extractos de zoosporas (Maia 
y Camargo, 1974) que es inhibible por adenina mis que por f i~t i lxantinas.  
Tambi6n s e  ha descripto una fosfodiesterasa de GHP cicl ico soluble que se 
presenta en varias formas de dist into coef iciente de sedimentacibn, qui zhs 
un equil i brio de asociacibn de subunidades (Vale e t  a1 , 1975). 
En Coprinus macrorhizus se describib una actividad de PDE de AMP ci- 
cl ico inducida por el pasaje de l a  oscuridad a la  luz (Uno e t  a1 , 1974). 
En Phycomyces blakesleeanus existe una actividad de PDE de AMP c i c l i g  
activable por luz azul en presencia de GTP, es  soluble, de a l t a  afinidad 
por e l  M1P cicl  ico, siendo el  Gt4P ciclico un inhibidor de la  actividad 
( Cohen , 1974; Cohen, 1979 ) . 
En Saccobolus platensis s e  ha estudiado la actividad de PDE encontran- 
dose accibn hidroli t ica sobre M1P clcl ico y GMP .ciclico. La l u i  requerida 
por S. pl atensi s para produci r apotecios puede ser  reempl azada en oscuri- 
dad por e l  agregado a1 medio de cul tivo de dibuti r i l  M1P cf c l i co ,  AMP ci- 
cl ico,  3-isobutil-I-meti lxantina (MIX) o teofi l ina,  estos dos 6ltimos 
compuestos, inhibidores cl6sicos de l a s  fosfodiesterasas de nucledtidos 
ciclicos. Los cultivos sometidos a luz blanca presentan un nivel de act i-  
vidad de PDE menor que 10s sonetidos a oscuridad (Gal vagno e t  a1 , 1984). 
En levadura de panaderia s e  ha estudiado una PM so1 uble de a1 t a  Km 
que contiene Zn,  e hidroliza AYP ciclico y GMP ciclico. Se t r a t a  de un di-  
mero cuyas subunidades tienen un peso molecular de 43 K (Londesborough y 
Suoranta, 1983). En l a  fraccidn microsomal y en su sobrenadante s e  ha en- 
contrado una PDE de AMP cicl ico de a l t a  afinidad por su sustrato (Km: 
0,2 PM) . Es probable que esta enzima pueda u n i  rse reversiblemente a ribo- 
somas y a otras particul as ( Londesborough, 1977; Londesborough y Jankkari , 
1982). Para esta enzima se  describen dos formas, una de una sola cadena 
polipeptidica de 61 K de l a  que.derivaria por accidn proteolitica una 
forma de dos cadenas: 45 K y 17 K unidas no covalentemente. Esta forma de 
dos cadenas polipeptidicas presenta myor actividad especifica que l a  for- 
ma monomiirica (Suoranta y Londesborough , 1984). 
Los estudi os real i zados en Neurospora crassa permi ti eron describi r 
una actividad de PDE de AMP cicl ico asociada a la  fraccidn particulada, 
i n h i b i  ble por meti l'xantinas y estimulable por imidazol (Scott y Solomh, 
1973). Tanbib se han descripto varias actividades solubles de PDE, re- 
solviendose dos formas, una aue tiene como sustrato AHP cicl ico y GMP ci- 
cl ico Dor inual, y otra  aue e s  fundamentalmente activa en l a  hidr6lisis  
de GMP ciclico (Tellez-Ifi6n e t  al.  1982). Se ha encontrado ademils que ca- 
da uno de estos t i p s  es capaz de desdoblarse en otros e incluso de su f r i r  
estos una interconversi6n con las especies primitivas; esto sugeriria que 
se  t r a t a  de formas agregadas (Tellez-IR6n e t  a l ,  1982). En N .  crassa fue 
aislada y caracteri zada la proteina 1 igadora de cal cio, 1 a calmodul ina, 
la  cual comparte l as  propiedades de la  calmodulina de 10s vertebrados y 
su composici6n de aminohcidos es sfmila+ a la  calmodulina de plantas (Or- 
tega-Perez e t  a l ,  1981; Cox e t  al , 1982). Existen controversias acerca de 
l a  existencia en es te  organisno de una PDE regulable por calmodul ina. Ha 
sido informado que existen en extractos solubles dos formas de PDE de GMP 
cicl ico y de NIP ciclico, termoestable una y termolabil l a  o t ra ,  l a s  cua- 
les son inhibibl es por cal cio en un proceso aparentemente independiente 
de calmodulina o de proteasa estimulable por calcio (Shaw y Harding, 
1983) . TambiEn a parti  r de extractos sol ubl es del hongo se ha p u r i  f i  cad0 
parcialmente una P E  estimu lable por calmodu lina e inhibible por antago- 
nistas de 1 a calnodulina, como se r  pimozida, trifluoperazina y clorpro- 
~ ~ e z i n a  (Ortega-Perez e t  a l ,  1983). Esta enzima es retenida por una col ua- 
na de calmoaulina-Sepharosa y es posible e lui r la  por quelacidn del calcio 
con EGTA. 
Recientemente se ha demostrado la existencia de dos actividades fos- 
fodi estergsi cas extracel ulares en cul ti vos de N. crassa (Hasunuma, 1983). 
Se t ra ta  de dos formas homopolidricas de una subunidad de peso molecular 
50 K y t iene como sustratos nucledtidos ciclicos 2 '  ,3'  y 3' , 5 ' ,  como las 
fosfodiesterasas encontradas en vegetal es superiores. 
I V -  DIMORFISPR EN MUCOR, ACCIOl4 OEL AMP c i c l i c o  
Existen c i e r t os  hongos que presentan e l  fen6meno de l a  dual idad  mor- 
fo l6gi  ca. Asi, s e g h  l a s  condiciones ambientales pueden crecer  ba jo  l a  
forma de m i  ce l  i o  fi lamentoso ramificado, tabic,ado o cenocft ico,  o b ien  
ba jo  l a  forma de celulas levaduriformes que se reproducen p o r  gemaci6n. 
Se ha de f i n i do  e l  dimorfismo como l a  conversi6n revers ib le  de formas m i -  
cel ianas y l evaduri formes cont ro l  ada por e l  entomo anbiental  (temperatu- 
ra, composici6n de l a  a t d s f e r a ,  nutr ientes,  etc.). 
MUCOR es un g6nero de hongos perteneciente a l a  clase ZYGOHYCETES, 
orden MUCORALES cuyo. dimorf ismo es t h  controlado por  1 as condi ciones at -  
mosf6ri cas de crecimiento. En anaerobiosis desar ro l l  a un m i  ce l  i o cenoci- 
t i c 0  t i p i  co, produciendo estructuras de reproducci6n vegetat i  va, l as  c la-  
midosporas. Bajo c ie r tas  condiciones, se producen en 10s extremos de l as  
hifas esporangios portadores de esporas asexual es , esporangi osporas. La 
reproducci 6n sexual se produce por copu lac idn  ~ametangia l  produciendo una 
cigospora. En l a  f i g u r a ~ v  se puede ver e l  c i c l o  de v ida aer6bico de este 
genero . 
Como una respuesta adaptativa de !lUCOR a una atm6sfera pobre en ox i -  
*no, aparecen cglulas esfgr icas o h i f a s  cortas muy engrosadas que se re- 
producen por  gemaci6n. Esta fase levaduriforme desaparece por aereaci6n. 
t.lUCOR r e s u l t a  a s i  un excelente sistema b io l 6g i co  para e l  es tud io  de l a  
di ferenciaci6n ce l  u l a r  a n i v e l  bioquimico. 
Se ha estudiado el fen6meno del dimorfismo en tlUCOR desde diversos 
puntos de v i s ta ,  como ser: l a  in f luenc ia  de 10s Ridratos de carbon0 
(Bartnicki -Garcia,  1963; Friedenthal e t  a l ,  1374), e l  metabol ism resp i -  
r a t o r i o  (Paznokas y Sypherd, 19751, l a  s i n t e s i s  de proteinas (Orlowsky y 
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Sypherd, 1977). Se han real izado importantes adelantos en cuanto a l a  d i -  
1 ucidaci6n de 1 as bases moleculares del dimorfismo en 'I~UCOR estudiando e l  
papel desempefiado por e l  ArlP c i c l i c o .  La ad ic idn de d ibu t i r i lAMP c i c l i c o  
a cu l t i vos  aer6bicos del hongo inh ibe  e l  crecimiei i to ap ica l ,  promoviendo 
e l  crecimi ento levaduriforme. Las d l u l a s  levaduriformes ti enen una con- 
centraci6n i n t r a c e l u l a r  de AI4P c i c l i c o  mayor que l a  de l a  forma fi lamen- 
tosa (Larsen y Sypherd, 1974; Paveto e t  a1 , 1975.). Durante l a  aereaci6n 
de un c u l t i v o  levaduriforme 10s n ive les de AMP c i c l i c o  disminuyen, d is-  
minuci6n esta  que precede a l a  apar ic idn de 10s tubos geminat ivos.  Es- 
t os  efectos requieren l a  piesencia de un azScar fermentable en e l  medio 
de cu l  t i v o  (Larsen y Sypherd, 1974; Cantore e t  a1 , 1983). 
De acuerdo con 10s estudios .basta ahora rea l  izados, 1 a regulacidn del 
dimorfismo en llUCOR es e l  resul  tad0 de una in te racc i6n  compleja de facto-  
res ambientales y nut r i c iona les  en donde e l  At4P c i c l i c o  desempefia un pa- 
pel  muy importante. Por l o  tan to  resu l t a  indispensable considerar su me- 
canismo de acci6n para e l  estudio de l a s  bases moleculares de l a  regula- 
c idn del dinorf ismo. En l a  f i g  v puede verse un esquema de 10s p r inc ipa-  
l es  fac tores ah- ien ta l  es y t lu t r ic iona les que par t i c ipan  en ' las t r a n s i c i  o- 
nes d ind r f i cas  en IIUCOR R O U X I I .  
En muchos o t ros  organi smos eucariontes i n f e r i  ores se ha demostrado 
que e l  AMP c i c ~ i c o  c u m ~ l e  un papel importante. AsT, se ha encontrado en 
e l  hongo acu5t ico B. emersonii una re l ac i6n  en t re  10s cambios de l as  con- 
cent rac i  ones i ntrace lu lares del nucle6t ido c i c l  i c o  y 1 a c i  tod i ferenc ia-  
c i6n ( t h i a  y Canargo, 1974). En fi. crassa (Scott ,  1976; Terenzi e t  a l ,  
1974) l o  mismo que en D. discoideum (Loowis, 1972), e l  NIP c i c l i c o  es de- 
termi nante de 1 a rnorfol ogia del hongo. 
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Fig. V .  Condiciones anbientales y nutricionales que influyen sobre el 
dimorfi smo de Mucor rouxi i 
V- ANTECEDENTES Y 0BJE.TIVOS 
Traba jos previos real i zados en nuestro 1 aboratori o han demos trado 
que l a  PDE soluble de t.lucor rouxii e s  una enzima. de a l t a  afinidad por e l  
N4P cicl  i co y especifi ca para su sustrato.  Estudiados sus requerimientos 
2+ 2 + 
s e  encontrd una dependencia absoluta de catidn divalente, Hg o Mn , 
insensibilidad a l a  inhibicidn por netilxantinas e indiferencia absoluta 
2+ a activadores clhsicos t a l e s  como el inidaiol o e l  complejo Ca -calmodu- 
l ina .  Sin embargo, presenta un mecanisrno de control de su actividad cata- 
l i t i c a  por fosforilaciiin dep.endiente de ANP cic l  ico y por pro te6l i s i s  
controlada. Ambos necan ismos , i ndependi entemente , conducen a un aunento 
no adi t ivo de l a  actividad fosfodiester6sica (Galvagno e t  a1 , 1979; More- 
no e t  a1 , 1982). 
A l a  luz de estos resultados, a1 tamente novedosos para una fosfodies- 
terasa de nucle6tido c ic l ico  de un organism eucarionte in fe r io r ,  y que 
constituyeron parte de la  t e s i s  doctoral del Dr. :!.A. Galvagno, nos pr'o- 
pusimos estudiar  10s eventos noleculares que regulan l a  actividad de l a  
enzima de M. rouxii. 
t:!ATERIALES Y 'IIETODOS 
L i s t a  de soluciones u t i l i zadas  
Soluci6n A: Tris-C1H 10 mI-1 pH 7,4, 2-!lercap.toetanol 2 mN, EDTA 1,s M, 
EGTA 1 FIM, Antipaina 3 ~ g / m l .  
Soluci6n B: Tris-C1H 50 mM .pH 8,1, 2-Mercaptoetanol 4 mM, EDTA 1,5 mM, 
E.GTA 1 dl, Antipaina 3 pg/ml. 
Sol ucidn C: Tris-C1H 50 ml4 pH 7,4, 2-Mercaptoetanol 4 &, EDTA 1,5 mM, 
EGTA 1 nb!, Antipaina 3 rg/ml. 
Soluci6n D: Pipes 10 mH pH 6,3, 2-l.lercaptoetano1 2 mtl, g l i c e r o l  lo%, 
Antipaina 3 pg/nl  . 
Sol uci6n E: 2-:krcaptoetanol 2 mM, g l i ce ro l  lo%, Antipaina 3 rg/ml.  
Soluci6n M: Tris-C1H 10 mM pH 7,4, 2-Mercaptoetanol 2 mt4, EDTA 1,5 dl, 
EGTA 1 m:4, Benzamidina 10 mbl. 
Sol ucibn L: Tris-C1H 10 d4 pH 7,4, 2-lkrcaptoetanol 2 d.1, 'EDTA 1,5 MI. 
I.  1. Organi smo u t i  1 izado 
tlucor roux i i  (NRRL 1894) '., cepa o r i g i n a l  del Dr. C.W. Hesse l t ine  
(Northern Uti 1 i z a t i  on Research and  Development Division, Peoria,  I 1  I ) ,  
cedida por el Dr. Roger Stork (Rice Univers i ty ,  Houston,  exa as). 
1.2 Obtencidn de esporas  y mantenimiento de l a  cepa - 
Para l a  obtencidn de esporas se h izo  c r e c e r  el hongo en un medio aga r  
5 % - jug0 de t o n a t e  (1 : l )  mezclados inmediatamente despu6s de someter a 
10s componentes a e s t e r i l i z a c i d n  por autoclave ,  y ver t idos  en bote l  l a s  de 
Roux. Como prueba de e s t e r i l i d a d ,  s e  m n t u v i e r o n  l a s  b o t e l l a s  durante  24 
hs a 28 O C ;  a1 cab0 de este tiempo s e  sembrd en cada b o t e l l a  una suspen- 
s i d n  de esporas  (a l rededor  de 2 ml ; 100 esporas/ml ) que se incubaron du- 
r a n t e  18 hs mis. Luego, se i n v i r t i e r o n  las  b o t e l l  a s  y se d-ejaron incuban- 
do a 28 "C a l o  l a rgo  de 5-7 d ias .  Las esporas  se cosecnaron por suspen- 
s i 6 n  de  l a s  mismas en agua d e s t i  lada esteril m d i a n t e  raspado de l a  su- 
p e r f i c i e  del c u l t i v o  con una vari  l l a  de v i d r i o  con el o b j e t o  de despren- 
d e r  l a s  esporas  de 10s esporangios. Las e sporas ,  lavadas rei t e r a d a s  veces 
con agua destil ada esteri 1 m d i a n t e  suces ivas  suspensiones y c e n t r i  fuga- 
c iones ,  fueron guardadas en s u s p e n s i h  de agua esteril en f racc iones  d e  
3-4 m l  a 4 O C  por espacio  de uno o dos meses. Se mantuvo l a  cepa por ino- 
culac i6n de tres tubos en pico de f lauta con medio agar-jugo de tomate; 
una vez producida l a  esporulacidn,  luego de incubar 10s tubos en l a s  con- 
d ic iones  a n t e s  d e s c r i p t a s ,  se guardaron 10s mismos a 4 " C .  
1.3. Cu l t i vos  
5 Se r e a l  i zaron i noculando esporas (5  x 10 , esporaslnl de nedio de cu l -  
t i v o )  en Erlenmeyers de 2 1 conteniendo 600 nl de un raedio de c u l t i v o  
complejo, e l  cual contenia: 
a- Glucosa 2 % como p r i nc ipa l  fuente carbonada. 
b- Ext racto  de levadura (Di fco) 0,3 %. 
c- H i d r o l i  zado Zcido de caseina (casaminoicidos ; Di fco)  o b ien  peptona 
( i n o r p  t i p 0  M C 3)  1 %, segSn se indica.  
d- Rcido su l fGr ico  5 N para a jus ta r  e l  pH a 4,s. 
Se crecieron 10s cul t i v o s  aer6bicamente con ag i tac idn constante a 28 
" C  hasta l a  fase de crecimiento deseada: 7 hs para un cul  t i v o  de cglulas 
en germinaci6n inc ip iente,  12 hs para uno de un mice l i o  en fase exponen- 
c ia1 media, 16-10 hs para un c u l t i v o  de fase estacionaria. Se cosech6 e l  
mice1 i o  por f i l t r a c i d n  sobre papel Wliatman t4Q 1 y se lave exhaustivamente 
con so luc i6n f r i a  de Tris-C1H 10 mH pH 7,4; 2-Hercaptoetanol 2 &I, EDTA 
1,s mM, EGTA 1 mM, Antipaina 3 ~ g / m l  (Solucidn A). En las primeras prepa- 
raciones, este lavado exhaustivo se h i zo  con agua dest i lada f r i a .  Luego 
del lavado, se sec6 e l  m ice l io  obtenido por presi6n ent re  dos ldminas de 
papel de f i l t r o  y se l o  m0l i6 con ni t r6geno 1 iqu ido  liasta obtener un pol- 
vo f ino,  e l  cual fue procesado inmediatamente o guardado a - 70 "C. 
2. PREPARACION D€ EXTRACTOS ENZIMATICOS 
Todos 10s pasos se rea l izaron a 4 "C. 
2.1. Preparaci6n de extractos de 10s dis t in tos  estadios del crecimiento 
f i 1 a rm tos o 
2.1.1. !@todo de ruptura suave ' 
Se suspendi,6 e l  pol vo de micel io en dos vol h n e s  de Soluci b A y 1 a 
suspensi dn resul tante se agi t6  suavemente con varil 1 a de vidrio durante 
60 m i n ,  a1 cab0 de 10s cuales se centrifugd e l  extract0 a 1000 xg durante 
10 min ;  el  sobrenadante obteni do se centr i f i  gd a 2000 xg durante 15 m i  n. 
A1 sobrenadante resul tante se  l o  centrifuge a 100 000 xg durante 60 min 
y el sobrenadante obtenido constituy6 la fracci6n S 100. 
2.1.2. !.%todo de ruptura drdstico 
E l  polvo de micel i o  se  suspendi6 en t r e s  volirmenes de solucidn conte- 
niendo Tris-C1H 10 ml4 pH 7,4, 2-Mercaptoe.tano1 2 mEI, EDTA 1 mM, Benzami- 
dina 10 mtl (Solucidn M) ; se agregaron dos vol irmenes de per1 as de vidrio 
(75-150 pm) y l a  mezcla se hornogeneizd en un  honogenizador Omnimixer Sor- 
val 1 durante 5 min en periodos de 1 min de operacidn y 30 zeg de interva- 
lo ,  a mzxima velocidad. El homgeneizado se  centrifug6 durante 10 m i n  a 
2000 xg y se recogib e l  sobrenadante; el precipitado se lav6, por suspen- 
si6n y centri fugacibn, corl un volume11 de soluci6n ti; se juntaron 10s so- 
brenadantes y se centrifugaron a 100 000 xg durante 60 nin. E l  sobrena- 
dante constituy6 l a  fraccidn S 100. 
2.2. Preparaci6n de extractos de esporas de Mucor rouxii 
Las esporas se mol i e m n  en un mortem tie porcelana con dos volGmenes 
de arena y 0,3 vol  k n e s  de Solucidn A, hasta lograr  un 90 % de ruptura 
(por observacicn a1 microscopio). Se agregaron a l a  nezcla dos vol~menes 
de Soluci6n A y a l a  suspensi6n obtenida se centr i fugd a 2000 xg durante 
10 nin. Se recogid e l  sobrenadante y se 1 avd e l  precipi tado con un volu- 
men de Sol ucidn A y se centri fug6 en las  mismas condiciones descriptas. 
Se juntaron 10s sobrenadantes y se cent r i  fugaron a 100 000 xg durante 60 
min. E l  sobrenadante constituy6 l a  fracci6n S 100. 
3. PURIFICACION PARCIAL DE LA ACTIVIDAD DE FOSFODZESTERASA DE AMP c i c l  i co 
Todos 10s pasos se real izaron a 4 OC. Se sometid a l a  f racc idn S 100 
a un cor te de 0 a 50 X de saturacidn con su l fa to  de amonio s6 l ido  y se 
recogid e l  p rec ip i  tad0 por centri fugacidn a 10 000 xg durante 23 m i  n 
( f racc i  6n SA) . 
3.1. Cromatografi a en DEAE-celul osa 
Se cromatografi6 l a  fracci6n SA, resuspendida en Solucidn A (10 mg 
de proteina/ml) y desalada por f i l t r a c i 6 n  a traves de una columna de Se- 
phadex 6-25, en una col umna de DEAE-celulosa equ i l  ibrada en Sol uci6n A. 
Se sembr6 1 a nuestra en una relaci6n Je 10 mg de proteina/al de resina 
empaquetada y se .desarro I1  6 1 a cromatografia con un gradiente 1 i neal de 
0 a 0,35 r.1 de ClNa en Solucidn A, cuyo vol umen fue diez veces mayor que 
e l  de l a  colurnna. Se recogieron fracciones de un dgcimo del volumen de 
l a  columna a una velocidad Je f l u j o  de una fracci6n cada 10 min. En cada 
f racci6n se dos6 proteina y ac t i v i dad  ' de fosfodiesterasa basal  y activada 
ba jo  condiciones de f os fo r i l ac iSn  o de t r i p s i n i z a c i 6 n  con t ro l  ada. Se se- 
pararon dos f racciones desi gnadas a r b i  t r a r i  amente PDE I (.f r a c c i  6n a c t i  va- 
b l e )  y PDE I 1  ( f racci6n no act ivab le) .  Estas se concentraron separadamen- 
t e  por p r e c i p i  tac i6n con su l fa to  de amonio s6 l  i d o  hasta 80 % de satura- 
ci6n. Cuando se u t i l i z e  1 a cromatografia en DEAE-ce lu losa con cardcter a- 
na l  i ti co, se procedi6 exactamente de 1 a misna .manera en cuanto a equi 1 i- 
b r i o  de l a  resina, sembrado de. l a  muestra, desarro l lo  de l a  cromatogra- 
f i a ,  dosaje de l a s  f racciones y concentrado de aquellas con ac t i v i dad  en- 
z imht ica ., 
3.2. Cromatografia en Sephacryl S-300 
Se resuspendi6 l a  f racc i6n  proveniente del  paso de DEAE-cel ulosa 
( f r acc i6n  PDE I o PDE 11) en solucidn de Tris-C1.H 50 mM pH 8,1,  2-hkr- 
captoetanol 4 1134, EDlA 1,5 mM, EGTA 1 d.1, Antipaina 3 ~ g / m l  (Soluci6n B )  
a una concentraci6n de 10 mg de proteTrra/ml ; 1 a suspensidn se c l  a r i f i c d  
por cen t r i fugac i6n  y se l a  cromatografi6 en una co?umna de Sephacryl 
S-300 ( r e l a c i 6 n  a l t u r a  a di irnetro de alrededor de 40) equ i l  ibrada con So- 
l uc i 6n  B, a una velocidad de f l u j o  de un volumen de columna cada 16 hs. 
Se recogi eron f racciones de vol men de un cent6simo del  de l a  co l  umna y 
en cada una se dos6 p ro te ina  y ac t i v i dad  de PDE basal y activada. Se jun- 
taron l a s  f racciones con ac t i v idad  y se l a s  concentre por  p rec ip i t ac i6n  
con s u l f a t o  de amonio s 6 l i d o  ( f racc ibn  S-300). 
3.3. Crornatografia en Sephadex 6- 100 
Se resuspendid l a  fraccibn S-300 en so luc i6n de Tris-C1H 50 mM pH 7,4, 
2-Hercaptoetano l 4 mrl, EDTA 1,5 mtl, EGTA 1 mH, Antipaina 3 clg/ml (Sol u- 
c i6n C) a una concentracien de proteina de 10 mg/ml y se c l a r i f i  c6 por 
centr i fugacien.  Se desarro l l6  la cromatografia en una c o l m a  de Sephadex 
6-100 ( re l ac idn  a l t u r a  a di imetro de alrededor de 45) equi l i b rada  con So- 
luc idn  C, a ulia velocidad' de f l u j o  de un volumen de columiia cada 48 hs. 
Se recogieron fracciones de un centgsimo del volumen de l a  columna en l a s  
cuales se dose proteina y act iv idad de PDE basal y activada. Se juntaron 
l a s  f racciones con ac t i v idad  enzimit ica, l a s  cuales se concentraron por 
d i l l i s i s  contra sacarosa 2,5 M preparada en Soluci6n C, hasta una concen- 
t r a c i 6 n  de proteFna de 5 m?/ml ( f racc i6n 6-100). 
4. OTROS PASOS DE PURIFICACION 
4.1. Cromatografia en columna de Azul 2-agarosa 
Las fracciones PDE I o PDE I I provenientes del paso. DEAE-celulosa, 
resuspendidas separadamente en soluci6n de P i  w s  (Piperazina -N, N'  - 
. . 
b i s  [ 2-Bcido etanosu l f dn i  co 1 ) 10 mH pH 6,3, 2-Llercaptoetanol 2 mM, g l  i- 
cerol  10 8 ,  Antipaina 3 pg/ml (So luc iQ  D) C12Hg 2 mM se sometieron a 
cromatografia en minicolumnas de Azul-2 agarosa ( 1  m l ) .  Se e q u i l i b r d  l a  
columna con Solucidn D y se sembrd l a  muestra d i l u i d a  a una coiicentraci6n 
de prote ina .de 1 mg/ml; e l  percolado se v o l v i d  a pasar por l a  columna dos 
veces mis para asegurar un nzximo de pegado de 1 a enzima. Luego se lave 
l a  columna con cuatro volfimenes de Soluci6n D, recolectando e l  lavado en 
fracciones de un vo lmen de columna cada una. La e luc idn  se desar ro l l6  
alternati 'vamente por dos k todos .  
4.1.1. Eluc i6n por  fuerza i 6n i ca  y AMP c i c l i c o  
Se procedi6 a1 desarrol l o  de l a  cromatografia e l  uyendo con diez vol f -  
menes de co l  umna de Sol uci6n D conteniendo C l  Na 0,l M y N.1P c i c l i  co 10 mM. 
Se recogieron diez fracciones iguales, cada una de l a s  cuales se d i a l i z 6  
exhaustivamente' contra Solucidn A. 
4.1.2. EluciBn por aumento de pH 
Se desar ro l l6  l a  e luc i6n pasando a t rav6s de l a  columna cuatro volfi- 
menes de .cada una de l as  s iguientes soluciones en forma sucesiva: 
a- 2-Mercaptoetanol 2 mM, g l  i ce ro l  10 %, Ant ipaina 3 ~ g / m l  (Soluci6n E) , 
B i s  T r i s  propano-C1H 10 mM pH 6,8. 
b- SoluciBn E, B is  T r i s  propanolClH 10 mM pH 7,l. 
c- SoluciBn E, B is  T r i s  propano-C1H 10 mM pH 7,5. 
d- Soluci6n E, B is  T-ris propano-C1H 10 mM pH 8 , l .  
-En todos 10s casos se recogieron f racciones de un volumen de columna. 
Se tomaron a l i cuo tas  de cada una de e l l a s  y se d ia l i za ron  exhaustivamente 
contra SoluciBn A. Luego se dos6 en cada una prote ina y a c t i v i d a d  de PDE 
basal y act ivada por fosfor i  l ac i6n  o t r i ps i n i zac i6n .  Se concentraron l as  
fracciones con ac t i v idad  enzimdtica por d ig1 i s i s  contra sacarosa 2,s M 
preparada en Soluci6n A. 
4.2. Cromatografia en columna de AMP c i c l i c o  - agarosa 
Se cromatografiaron las  fracciones de PDE I o PDE I1 provenientes del 
paso de DEAE-cel ulosa en una minicolumna ( 1  nl ) de NIP c i c l  i c o  - agarosa. 
Las soluciones de resuspensi6n de l a s  fracciones y de e q u i l i b r i o  de l a  
col umna, u t i l i zadas  a1 ternativamente, fueron 1 as siguientes: 
Sol ucidn de resuspensi6n 
a- Solucidn D 
b- Sol uci6n D, C12Mg 2 lntl 
Sol uc i  Sn de equi 1 i b r i o  
Soluci6n D 
Solucibn D 
Solucibn A 
Se sembraron las  muestras a una concentraci6n de proteina de 1 mg/ml 
medi ante t r e s  pasajes sucesi vos a travgs de 1 a co.1 umna. Inmediatamente 
despuis se 1 avd l a  resina con cuatro volhenes de 1 a correspondiente so- 
l uci  dn de equi l i b r i o  y se recogieron cuatro f racc i  ones igual  es. Finalmente 
se pasaron cuatro volijmenes de soluci6n de e q u i l i b r i o  conteniendo ClNa 1 M 
y AflP c i c l i c o  1 mfl (eluido especif ico). Se recogieron fracciones de un 
volumen de columna cada una y al icuotas de cada f racc i6n fueron desaladas 
a trav6s de pequeiias columnas de Sephadex 6-25 equil ibradas con Solucidn 
A. En cada fracci6n se dosd proteina y a c t i  vidad de PDE basal y activada 
por fos fo r i l ac i6n  o prote6l is is .  
5. -. CENTRI FUGACION EN GRADIENTES DE SACAROSA 
Se rea l  izaron cent r i  fugaciones en g r a d i e n t s  de sacarosa 1 ineal  es de 
5 a 20 % (P/V) preparados mediante s i e t e  capas superpuestas de 0,65 m l  
cada una de Soluci6n A conteniendo sacarosa 20 1, 17,5 %, 15 %, 12,s %, 
10 %, 7,5 % y 5 % respectivarilente. .Los gradientes se dejaron a temperatu- 
r a  anbiente durante dos horas, luego se enf r iaron a 4 "C y se u t i l i z a r o n  
inmediatamente. Las centrifugaciones se rea l izaron en un r o t o r  SW 55 T i  
Beckman a 140 000 xg d i ran te  16 hs a 4 OC. Se u t i l i z a r o n  como marcadores 
. 
de coe f i c ien tes  de sedimentaci6n: 
Fosfatasa a l c a l i n a  (E. c o l i )  : 6,3 S 
Peroxidasa (RBbano picante) : 3,5 S 
C i  tocroma c (coraz6n equino) : 1,7 S 
Luego de l a  centr i fugaci6n, se fraccionaron 10s gradientes desde e l  
fondo a l a  superf ic ie,  mediante un d ispos i t i vo  sifbn, en 21 fracciones; 
en cada una de e l l a s  se dosd act iv idad de PDE basal y activada ba jo  con- 
diciones de f o s f o r i l a c i 6 n  o de t r i p s i n i z a c i h  controlada. 
6 ,  ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAHIDA 
Se desar ro l l6  1 a e l  ectrofores i s  en gel de pol i a c r i  1 ami da en condi c io-  
nes no desnatural izantes a 4 O C  segirn l a s  instrucciones del manual de Ca- 
nal co ( 1980) en gel es .pl anos- o c i  1 i n d r i  cos wnteniendo a c r i  1 amida mhs 
N ,N ' -c le t i l  enbi sacr i  lamida 7%. (P/V) . En todos 1 os casos se precorr ieron 10s 
geles durante dos horas a 1,2 mA/m de gel (celes planos) o b i en  a 2 mW 
gel (geles c i l  indr icos) .  Las corr idas fueron de cuatro horas a 2 m#/cm de 
gel (geles planos) o a 2 mA/gel (geles c i l i n d r i c o s )  hasta que e l  marcador 
de f r en te  (azul de bromo fenol) recor r ie ra  unos 8 cm aproximadamente. 
6.1. Procesarniento de 10s geles despuzs de e lec t ro fo res is  
6.1.1. T inc i6n  para proteinas. Autorradiograf ia 
E l  revelado de l a s  proteinas se h izo  por t i n c i 6 n  con azul de Coomas- 
s i e  b r i l l a n t e  siguiendo l a s  recomendaciones del manual de Canalco (1.380). 
En 10s casos en que se rea l izaron autorradiograf ias,  10s geles previamen- 
t e  secados se expusieron a una pe l i cu la  Kodak X - h a t  S F i l m  en una panta- 
1 l a  amp1 i f i c a d o r a  a -70 "C durante un period0 de 5-7 dFas. 
6.1.2. Dosaje de ac t i v i dad  de PDE y de incorporacidn de 3 Z ~  a p ro te ina  en 
10s gel es 
En 10s casos en que s e  determin6 l a  ac t i v i dad  de PDE se procedi6 a 
c o r t a r  e l  gel , luego de l a  e lec t ro fores is ,  desde e l  o.rigen hasta 1 a posi-  
c i6n  del  marcador de f rente ,  en rodajas de 2 mm de ancho cada una. Se u t i -  
l i z 6  cada una de estas rodajas ( o  fracciones de l a s  misnas) como fuente 
de fosfodiesterasa en una mezcla de incubaci6n para un ensayo de a c t i v i -  
dad en l as  condiciones requeridas en cada caso: 
a- Geles en 10s que se mid i6  ac t i v idad  basal y act ivaci6n.  En este  caso' 
se u t i l i z e  un cuarto de rodaja para l a  ac t i v idad  basal y un cuarto para 
cada una de l a s  mediciones de ac t i v idad  act ivada (ba jo  condiciones fos fo-  
r i l  antes y de t r i p s i n i z a c i d n  controlada). 
b- Geles en 10s que se mid i6  ac t i v idad  e incorporaci6n de "P. Se u t i l i z 6  
media roda ja  para medir ac t i v idad  enzimstica y l a  o t r a  mi tad para medir 
incorporaci6n de f os fa to  radioact ivo.  En este Sl t imo caso se d i s o l v i 6  l a  
f racci6n de l a  rodaja de gel en 0,4 m l  de H202 a1 30 % P/V (30 min a 100 
O C )  y se contd l a  r ad iac t i v i dad  vert iendo l a  soluci6n sobre l a  mezcla 
centel leadora de Arkopal - Tolueno (ver par igrafo 14. tfedi ci6n de radio- 
act iv idad) . 
7. FOSFORILACION DE LA FOSFODIESTERASA POR MEDIO DE LA SUBWIDAD CATALITI- 
CA DE LA QUINASA DE PROTEINA DEPEMDIENTE DE AMP c i c l i c o  
Se incub6 una a1 icuota de l a  fracci6n 6-100 de PDE de MUCOR (250 ~g 
de proteina en 50 P 1) durante 20 min a 30 O C  en una nlezcla conteniendo 
fosfato de potasio 20 mtl pH 7.4. C12Mg 10 mll, ATP [ T - ~ ~ P ]  0.1 mhl (800-1000 
cpm/pmol) y 200 unidades de subunidad c a t a l i t i c a  de quinasa de pvoteina 
dependiente de AMP c i c l  i co  de corazdn bovino (unidades definidas s r g h  
Signa). Inmediatamente despugs se f i l t r 6 .  l a  mezcla a trav6s de una peque- 
Ra co l  umna de Sephadex 6-25 equil ibrada con Solucidn C, a 10s efectos de 
e l iminar  e l  A T R Y - ~ ~ P ]  que no reaccion6. Se concentrd l a  muestra por d i i -  
l i s i s  contra sacarosa 2,s M preparada en Solucidn C hasta una concentra- 
ci6n de proteina de 5 mg/m1. La fraccidn as? obtenida, t a l  cual o b ien 
tri psinizada s e g h  se detal l a  mds abajo (ver  8. Tratamiento con tri psina 
de l a  preparaci6n de PDE), fue analizada por e lect rofores is  en gel como 
se ind ica  en e l  parilgrafo precedente (6. Elect rofores is  en gel de po l ia -  
c r i  1 ami da) . 
8, TRATN4IEtlTO CON TRIPSINA DE LA PREPARACION DE PDE 
Del paso de pur i f icac i6n que se indique se someti6 a p ro ted l i s i s  con- 
t ro lada una a1 icuota de preparacidn de PDE por tratamiento con t r i p s i n a  
en soluci6n o bien con t r i ps ina  inmovilizada en acrilamida. 
8.1. T r ips in izac idn  de l a  f racci6n PDE I 
Se procedid a t r i p s i n i z a r  una a l i cuo ta  de l a  fracci6n PDE I provenien- 
t e  del paso de DEAE-celulosa (15 mg de p ro te ina  en 1,5 m l  de Soluci6n L, 
l a  cual est5 1 i b r e  de inhibidores de proteasas), incubiindola durante 30 
min a 4 O C  con 1 mg de tri psina. La reacci6n fue detenida pr e l  agregado 
de 3 mg de i nh ib i do r  de t r i p s i n a  de c la ra  de huevo. Se someti6 a l a  mues- 
t r a  as? obtenida a a n h l i s i s  por cromatografia en DEAE-celulosa, c e n t r i f u -  
gaci6n en gradientes de sacarosa o b ien e lec t ro fo res i s  en gel de po l i a -  
cr i lamida. 
8.2. Tr ips in izac i6n  de l a  f racc i6n 6-100 
Se sometid a l a  f racc i6n 6-100 f os fo r i l ada  o s i n  f o s f o r i l a r  (ve r  sec- 
c i6n  7. ) a t r i p s i n i z a c i d n  controlada con tri psina inmovi l  izada en a c r i l -  
amida. Se incub6 una a1 icuota de l a  preparacidn (100 ~g de prote ina)  con 
5 unidades de t r ips ina-acr i lamida durante 20 min a 4 O C  con ag i tac i6n  
constante. La reacci6n se detuvo centr i fugando l a  mezcla, se tom6 e l  so- 
brenadante y se r e a l i  zaron l os a n g l i s i s  u l  t e r i o r e s  (e lect ro fores is  en gel 
despu6s de f o s f o r i l a r  o no con ATP II-~'PI ) .  
9, TRATAtAIENTO DE LA PREPARACION DE PDE EN CONDICIONES FAVORABLES A LA 
PROTEOLI SIS ENDOGENA 
Se f i  l t r 6  una a l i cuo ta  de l a  t racc idn PDE I (30 rng de proteTna en 3 
ml de Solucidn M) a travBs de una columna de Sephadex 6-25 equ i l  ib rada 
con soluci6n L ( l a  cual est; l i b r e  de inh ib idores de proteasas) y se man- 
tuvo a 4 "C durante 24 hs. La preparacidn as; obtenida fue sometida a u l -  
t e r i o res  an61 i s i s  (cromatografia en DEAE-celulosa, c e n t r i  fugacidn en gra- 
d i  entes de sacarosa) . 
10. METODOS DE ENSAYO 
10.1. Ensayo habi tual  de PDE de AMP c i c l i c o  
Se ensayd l a  ac t i v idad  de PDE siguiendo e l  $todo de dos pasos des- 
c r i  p to  por Thompson y Appleman, 1971. La mezcla de incubacidn consta de: 
Tris-C1H 50 mM pH 7,4, 2-flercaptoetanol 2 mtd, 50 pg de seroal birmina bovi- 
na, C12Mg 10 mM, AMP c i c l  i c o  5 pH (50.000-80.000 cpm) y l a  preparacien 
enzimit ica, en un volumen f i n a l  de 0,1 m l .  Se incubaron l a s  mezclas du- 
rante 12 min a 30 "C y l a  reacci6n se detuvo calentando a 100 O C  durante 
45 seg. Despu6s de e n f r i a r  se agregaron 50 pg de veneno de serp iente 
(Ophiophagus - hannah); se incub6 durante 10 min a 30 ' 0  y l a  reaccidn se 
detuvo por e l  agregado de 1,l m1 de una suspensidn de res ina de intercan- 
b i o  a n i h i c o  AGI - X 2 (suspensibn 1:2 de resina en metanol 50 %). Se 
centr i fugaron 10s tubos y se tornaron 0,5 m l  del sobrenadante cuya radio- 
act iv idad se determin6 en mezcla centel leadora de Arkopal - tolueno. En 
todos 10s casos se ajustaron l a s  condiciones de modo que l a s  reacciones 
fueran 1 ineales con el. tiempo y que e l  consumo de sus t ra to  no fuera mayor 
del 25 %. 
Se def in i6  como una unidad de ac t i v idad  de PDE a l a  cantidad de enz i -  
ma que ca ta l i za  l a  h i d r 6 l i s i s  de 1 pmol de AMP c i c l i c o  por min ba jo  l a s  
condi ciones habi tuales de ensayo. 
10.2. Activacidn de l a  PDE por t r ips ina  
Se real izd l a  activacidn de l a  PDE por t r ipsina mediante l a  preincu- 
bacidn de l a  a1 icuota d e  preparacidn enzimdtica a ensayar , con 10 crg de  
t r ips ina  durante 10 min a 4 O C  en un. volumen final de 50 p l .  Se detuvo l a  
protedl is is  agregando 30 crg de inhibidor de t r ips ina  de c l a m  de hueoo. 
Luego s e  midi6 l a  actividad ,de PDE en l a  muestra completa bajo l a s  condi- 
ciones habitual es  de ensayo. 
10.3. Activacidn de l a  PDE por fosfori  lacidn 
Se real iz6 la activacidn de la  enzima por fosfori laci6n preincubando 
durante 10 min a 30 O C  l a  muestra de PDE con subunidad'catali t ica de qui- 
nasa de proteina de corazdn bovino bajo condiciones fosfori lantes .  La 
mezcla de preincubaci6n contenfa: fosfato de potasio 50 mM pH 7,4, 2-Mer- 
captoetanol 2 roM, C1 2Mg 10 mM, 50 pg  de seroal b h i  na bovi na. ATP 0 , l  mM, 
5 unidades de subunidad c a t a l i t i c a  de quinasa de proteina y l a  muestra de 
PDE en un volumen de 50 p l .  Despugs de la  preincubacidn s e  in i c i6  e l  en- 
3 sayo de PDE por el agregado de AMP cicl  ico-[ H ] 5 pM 1 levando -1 a mexl a a 
un volumen final de 0 , l  ml y l a  reaccidn se sigui6 en l a s  condiciones ha- 
b i  tual es.  
10.4. Actividad de PDE medida despu6s de electroforesis  en gel de polia- 
c r i  1 ami da 
Se midid l a  actividad de PDE despues de e lec t rofores is  en gel de po- 
liacrilamida utilizando como fuente enzimhtica una rodaja del gel o frac- 
c idn de l a  misma (ver seccidn 6.1.2.) en una mezcla de incubaci6n de 250 
r l  conteniendo: Tris-C1H 50 df pH 7.4. 2-Mercaptoetanol 2 mM, C12Mg 10 
3 
mM, g l i c e r o l  20 %, 125 r g  de seroalbfimina bovina, AI1P cl 'c l ico4 H 11,5 r H  
(50.000-80.000 cpm). Luego de incubar durante 90 min a 30 O C ,  se tom6 una 
all'cuota de 100 p1  de l a  mezcla de incubaci6n y se desarro l l6  e l  segundo 
paso del ensayo bajo condiciones habituales, mediante e l  agregado de 50 
pg  de veneno de serpiente. 
10.4.1. Activacldn por t r i p s i n a  de l a  PDE despugs de e lect rofores is  en 
gel  de pol iacr i lamida 
Se preincub6 l a  f raccidn de rodaja del gel con 10 r g  de t r i p s i n a  du- 
rante 20 min a 4 "C en un vol umen de 200 p 1  conteniendo todos 10s compo- 
nentes de l a  mezcla de incuba.ci6n para l a  medicidn de act iv idad de PDE do- 
3 
sada en gel , salvo AMP cic1ico-I H ] y seroa lbh ina  bovina. Se detuvo l a  
preincubaci6n por agregado de 30 r g  de inh ib idor  de t r i ps ina  de c la ra  de 
huevo y se i n i c i d  l a  incubacidn del ensayo de PDE por e l  agregado de AMP 
3 c ic l ico- [  H ] y seroalblrmina bovina. E l  dosaje se rea l  i z 6  t a l  cual l o  des- 
c r i p t o  en e l  parzgrafo 10.4. 
10.4-2. Activaci6n de l a  PDE por f o s f o r i l  acidn despugs de e lect rofores is  
en gel de pol iacr i lamida 
En cada f racc i6n de rodaja del gel se rea l  i t 6  l a  act ivaci6n por fos- 
f o r i l a c i 6 n  despues de elect rofores is  en gel de l a  PDE, simultgneamente con 
e l  ensayo de a c t i  vidad. De este modo se agreg6 a 1 a mezcl a de incubaci6n 
.ATP 0,l mM y 10 unidades de .subwidad c a t a l i t i c a  de quinasa de proteina. 
E l  ensayo fue desarrollado entonces como 10 descr ipto en e l  parsgrafo 
10.4. 
10.5. Ensayo de act iv idad de quinasa de protefna dependiente de AMP c f c l i -  
E l  ensayo de act iv idad de quinasa de proteina dependiente de AMP cF- 
c l  i c o  se rea l  i z 6  de acuerdo a l o  descripto por Moreno e t  a1 , 1982. La mez- 
. . 
c la  de incubacidn contenfa en 0.1 m l  : Tris-C1H 50 nH pH 7,4. C12Mg 10 mM, 
- 
32 2-Mercaptoetanol 2 mM, histona ( t i p o  I1 S-Sigma) 1,s mg/ml, ATP:I.'r- P I 
0,l mM (300-1.000 cpm/pmol), AMP c i c l i c o  10 rM y l a  f raccien enzindt ica a 
ensayar (cuando l a  fuente de enzima fue l a  subunidad c a t a l i t i c a  de quinasa 
de proteina, e l  AMP c i c l i c o  se omit ib). Las incubaciones se real izaron 
durante 10 min a 30 OC. La reaccidn se detuvo por dos d todos  a l te rna t i -  
VOS : 
a- Agregando 50 r g  de seroa lbh ina  bovina y 1 m l  de TCA '10 %. La proteina 
precipitada fue colectada por centri fugaci6n y lavada dos veces por .resus- 
pensi6n en fosfato de sodio y amonio 1 M y reprec ip i tac ibn en TCA 10 %. 
Finalmente l a  muestra d isue l ta  en 0,l m l  de OHK 1 N, fue sembrada en pa- 
peles Whatman No l de 2 cm de lado 10s que fueron secados en estufa. La 
radloact i  v i  dad f ue determinada en mezcl a centel leadora de to1  ueno. 
b- Sembrando l a  mezcla en papeles de fosfocelulosa de 2 an x 2 cm. Los 
papel es entonces fueron 1 avados exhausti vamente con agua , secados y l a  
radioact iv idad se determind en mezcla centelleadora de tolueno. 
10.6. Ensayo de o t ras  actividades enz imi t icas 
10.6.1. Act iv idad de peroxidasa 
Se s i gu i6  l a  tgcnica descr ip ta  en e l  manual de Worthington (1972) m i -  
diendo e l  co lo r  desarrol lado por l a  oxidaci6n de l a  o-d ian is id ina luego 
de 1 a descomposi c idn  enz im i t i  ca del H202. 
10.6.2. Act iv idad de fosfa tasa a l ca l i na  
Se u t i l i z 6  l a  tecn ica del dosaje de p-n i t ro fenol  l iberado ( l e c t u r a  a 
410 nm) a p a r t i r  de p-ni t r o f e n i  1 fosfato (Worthington Enzyme Manual, 1972). 
10.6.3. Act iv idad de glucosa oxidasa 
Se s igu i6  l a  tecn ica de Hugget y Nixon (1957), modificada po r  e l  aco- 
p l e  del s i  stema peroxi dasa - o-d ian is i  dina. 
10.6.4. Act iv idad de 8-galactosidasa 
Se s igu i6  e l  J t o d o  descr ipto en e l  manual de Worthington (1972) u t i -  
1 izando o -n i t r o fen i l  8-D-gal actopi ran6sido (ONPG) como sust ra to .  
10.7. Uosaje de prote ina 
. La proteina se dos6 seg6n e l  mgtodo de Bradford, 1976, u t i  1 i zando se- 
roa l  b6mina bovina como patr6n. 
1.1. DETERMINACION Y CALCULO DE LOS PARAMETROS FISICOS E HIDRODINAHICOS 
11.1 Radio de Stokes 
A 10s efectos de estimar e l  r ad io  de Stokes de 10s d i s t i n t o s  t i pos  de 
fosfodiesterasa de M. r o u x i i  .se u t i * l i za ron  10s datos de e luc i6n  de l a  co- 
1 umna de Sephadex 6-100. Se usaron l a s  s i  guientes p p t e f n a s  marcadoras : 
8 -Gal actos i  dasa para deterrni nar e l  vol  umen de exclusi5n ( V b ) ,  G l  ucosa ox i -  
dasa (4,2 nm)., Peroxidasa ( 3  nm), Citocromo c (1.8 nm). 
Los valores de 10s radios de Stokes buscados se obtuvieron por i n t e r -  
pol ac i  dn g r i f i  ca de acuerdo con e l  d t o d o  de Laurent y Ki 1 lander (1964). 
representando e l  ( - l og  K~,)' en funcidn de l  rad io  de Stokes correspon- 
diente de l a s  protefnas marcadoras. E l  Kav se def ine como l a  re lacicn:  
donde Ve: volunen de e l u c i Q  de l a  proteina. 
"0 : volumen de exclusidn de l a  cplumna. 
V : volumen t o t a l  de l a  resina. t 
11.2. Coefi c iente  de sedimentacidn (s)  
Los valores de coef ic ientes de sedimentacidn se obtuvieron de 10s da- 
tos de sedimentacidn en gradientes de sacarosa, a p a r t i r  de l a  re lac i6n 
1 inea l  que se logra  graficando l a  d is tanc ia  reco r r i da  por las  proteinas 
marcadoras desde l a  superficie del gradiente, en funci6n de sus respecti- 
vos valores de s (Hartin y Ames, 1961). Los coeficientes de sedimentacien 
de 10s dist intos tipos de PDE se obtuvieron por interpolaci6n grhfica. 
11.3. Peso molecular (t.!r) 
Se uti l izd para el c6lculo de 10s pesos moleculares e l  m6todo descrip- 
t o  por Siegel y Monty, 1966, apl icando la fdrmula: 
donde N : Nhero de Avogadro 
"20,w : Viscosidad del agua a 20 'C 1.1 x lo-' g cm Seg 
a : radio de Stokes (nm) 
s20 ,w : coeficiente de sedimentaci b ( 1 0 - l 3  seg) 
: volumen e spc i f i co  parcial ( se  consider6 v = 0,74 
P20 ,w : densidad del agua- a 20 'C (0,988 g/cm') 
11.4. - Coeficiente friccional ( f / f a  
Para determinar el coef iciente friccional s e  ut i l  izaron 1 os par2metros 
calculados de 10s radios de Stokes (a)  y de 10s pesos moleculares (Mr); se 
aplic6 l a  f6rmula de Siegel y Monty, 1966: 
11.5. Pariimetros h i d r o d i n i n i  cos de l a s  proteinas marcadoras 
La s igu ien te  t ab la  resum 10s v a l ~ r e s  de 10s pariimetros u t i l i zados  
PROTEINA 
correspondientes a 1 as proteinas marcadoras. 
COEFICIENTE DE RADIO DE PESO 
SEDIMENTACION STOKES MOLECULAR 
(s) ( nm) (K)  
B -galactosi  dasa 
C i  tocromo c 
Peroxidasa 
Fosfatasa a1 ca l  ina  
Glucosa oxidasa 
a- Haga e t  a l ,  1977 
b- Ceci 1 y Ogston, 1948 
c- Valores de rad ios de Stokes obtenidos a p a r t i r  de l a  f6rmula de Haga 
e t  a l ,  1977: 
donde 1 os val  ores de coe f i  c ientes de d i f us i6n  corregidos ( D ~ ~ , ~ )  fueron 
obteni dos de tab1 as (Ceci 1 y Ogston, 195 1; Garen y Levi n tha l  , 1960). 
k : Constante de Bol tzman 
q20 ,w : viscosidad del agua a 20 O C  
d- Ceci 1 y Ogston, 1951 
e- Ga.ren y Levi n tha l  , 1960 
12. DETERMINACION DE LOS VALORES DE LOS PARMETROS CI!4STICOS 
A 10s efectos de l a  determinacien de 10s valores de Km y Vm, se u t i -  
l i z a r o n  var ias  f o h a s  de t ratamiento de 1.0s datos obtenidos en e l  es tud io  
de l a s  velocidades i n i c i a l e s  (.u) en f u n c i h  de d i fe ren tes  concentraciones 
de sus t ra to  (S) s e g h  l a  ecuacidn de Michaelis: 
As!, s i  gui endo a Dixon y Webb, 1958, se anal i z d  cada conjunto de datos 
medi ante 1 as s i  gui entes ecuaciones : 

13. OTRAS TECNICAS APLICADAS- 
13.1. S i n t e s i s  d e  A T P 6  3 2 ~ 1  
Se si guid 1 a t6cni ca de Glynn y Chappel , 1964,. con 1 a s  modi f i cac i  ones 
introducidas por Chang et a l ,  1974. 
13.2. Purificacidn del AMP c i c l i c o  [ 3 ~  1 
Se procedid a l a  purificacidn del c i c l i c o  [ $ 1  mediante el paraja 
1 -  
I , de l a  muestra a trav6s de una pquefia colmna de res ina AG 5 0 , i l  7 f!t(lOO- 
. - 
200 mesh), en .su forna H+. Luego de sernbrada l a  muestra, se eluyd 16 co- 
1 umna con agua des t i  1 ada , recogiendose el el uido en pequeRas f racciones 
en l a s  cuales s e  dosd l a  radioactividad; s e  descart6 el primer pico (5' 
AMP) y se juntaron l a s  res tan tes  fracciones con. radioactividad (&!P cf-  
c l ico) ,  l a s  que s e  l levaron a sequedad en un evaporador ro t a to r io  a tem- 
peratura ambiente. Se resuspendid el residuo seco en-etanol 50 % en un 
vol men i gual a1 or iginal  y se guard6 a -20 O C .  Para constatar  1 a pureza 
del nucl ebtido,  s e  cromatograf id  una a1 icuota de 1 a fraccidn pur i  f icada 
en capas delgadas de PEI - celulosa,  u t i l  izando C l L i  1 M como so l  ucidn de 
desarroll  o. 
14.. MEDICION DE LA RADIOACTIVIDAD 
Se r ea l i z6  l a  medicidn de l a s  muestras radioactivas en un contador de 
centel l eo  1 i q u i  do u t i  1 i zando so l  ucidn centel  leadora de to1 ueno. Para me- 
-) d i r  l a  radioactividad en soluciones acuosas (ensayo de PDE, contaje  de 
I 
l a s  rodajas de gel de po l iacr i lamida d isue l tas)  se u tS l i z6  una mezcla de 
solucidn centelleadora de Arkopal - Tolueno (1:3 V/V).  
Composicidn de 1 a soluci6n centel leadora: 
0,l g de d imet i l  POPOP 1,4 b i s  2(4-met i l -5feni l  oxazo l i l  benceno) 
4 g de PPO 2,5-di feni loxazol  
en 1 1 de tolueno 
15. REACTIVOS UTILIZADOS 
3 AMP c i c l i c o  2,8 [ H 1 : Act iv idad espec i f ica  38 C i / m l .  Radio Chemical 
Centre (Amers ham j . 
32 3 2 ~  : En soluci6n c lo rh id r i ca ,  u t i l i z a d o  en l a  s i n tes i s  de ATP-IT. P 1 
Comisidn Nacional de Energia Atemica. 
React i vos provi  stos por Sigma Chemical Company : 
Todas l as  proteinas y enzimas marcadoras. Veneno de serpiente (Ophiopha- 
gus hannah). Tr ips ina de psncreas bovino t i p o  111, i nh ib i do r  de t r i p s i n a  
de c l  ara de huevo ti po I I I, T r i  psi  na-acri lamida, Seroalblsnlna bovina c r i s -  
t a l i n a  f racc i6n V, Subunidad c a t a l i t i c a  de quinasa de proteina de corazdn 
bovino, h istona t i p 0  I 1  - S de t imo de temera,  antipaina, leupeptina, 
PMSF, TLCK, benzami d i  na, EGTA, EDTA, TCA, P i  pes , 2-Mercaptoetanol , sul  fa- 
t o  de amonio (grado 1111, sacarosa (grado I), PPO, d ime t i l  POPOP, ATP, 
AMP c i c l  ico,  5 '  NIP, adenosi na, Reactivo azul 2-agarosa (1-4 rmol  es de 
reac t i vo  azul 2 por m l  de gel ), AMP cicl ico-agarosa (AMP c i c l  i co  l igado 
por e l  C8 a trav6s de un braaz espaciador de 6 i t m o s  de carbono) y DEAE- 
celulosa (microgranul a r )  . 
E l  Arkopal fue donado por Quimi ca Hoechst. 
Acri 1 ami da, b isacr i  lamida y azul de coomassie fueron provistos por Merck 
o Fluka. 
Temed fue de Eastman Kodak, o-dianisidina fue de BDH. 
Las resinas AGI  - X 2 (200-400 mesh) y AG 50 W - X.8 (100-200 mesh) fue- 
ron de Bio-Rad. 
Sephadex 6-25 (poro medio) , Sephacryl 5-300, Sephadex El00 (de poro su- 
per f i no )  fueron provistos por Pharmacia Fine Chemi.cals (UPPSALA) . 
E l  papel de fosfocelulosa fue Whatman. 
8 
E l  resto de 10s reactivos u t i  l izados fue de grado anal i t i c o .  
R E S U L T A D O S  
1. VARIACIONES DE LA FORM MOLECULAR DE LA PDE DE N4P c i c l i c o  SEGUN EL 
ESTADIO DEL CREC IMIENTO FILAMENTOSO 
Los primeros estudios del mecanismo de regulacien de l a  PDE de At4P 
c i c l i c o  de M. roux i i  por f os fo r i l ac i6n  y por p ro te6 l i s i s  habian estable- 
c ido que ambos mecanismos producen un incremento de l a  act iv idad ca ta l i -  
t i c a  en forma a1 ternativa, no adi t i v a  y que dicho incremento es del orden 
de 1,5 a 3 veces respecto de l a  act iv idad basal (Galvagno e t  a l ,  1979; 
Moreno e t  a1 , 1982). Estos valores fueron var iables entre las  d i s t i n tas  
preparaciones, e incluso e l  qu.e algunas fueran insensibles a dicho meca- 
nismo regulator io,  hizo pensar en l a  existencia de una poblaci6n molecu- 
l a r  heterog6nea de l a  enzima. E l  problema consis t i6  en establecer qug ti- 
po de heterogeneidad era l a  responsable de l a s  variaciones a l a  suscepti- 
b i l  idad regulator ia.  Esto es, s i  existen dos t i p o s  de mol6culas, unas re- 
gulables y otras insensibles, que conducen a que l a  act ivaci6n resul tante 
sea en consecuencia un r e f l e j o  de l a  proporci6n de uno y o t r o  t i p 0  mole- 
cular, o bien s i  ex is te una poblaci6n h i c a  de mol6culas, todas l as  cua- 
les  responden de un mismo modo a l a  activaci6m, pero que dicha poblacidn 
var ia  en 10s d i  ferentes cul t ivos.  Una tercera a l t e rna t i va  resul  t a .  de una 
combi nacidn de ambas pos ib i l  idades . 
Asi, cuando se procesd una preparaci6n enzimdti ca, proveniente de un 
m ice l i o  de fase exponencial media, hasta l a  etapa de fraccionamiento por 
un s u l f a t o  de amonio (ver  Materiales y t,%todos) y se l a  sometid a croma- 
t og ra f i a  en DEAE-celulosa, se obtuvieron 10s resultados de l a  f igura 1-a. 
Fig. 1. Perf i les  de elucion de l a  actividad de fosfodiesterasa en croma- 
tografia  de DtAE-celulosa de extract0 de micelios cosechados en 
di  ferentes estadios de crecimiento. 
A- fracci6n SA (175 mg) de un mice1 io  cosechado en fase exponen- 
cia1 media. 
B- fracci6n SA (50 mg) de cglulas en germinaci6n incipiente.  
C- fracci6n SA (167 mg) de un micelio de fase estacionaria.  
La croniatografia s e  desarroll6 como se describe en Materiales y f4iStodos 
en una columna de 1,4 cm x 14,5 cm (A y C) y en una columna de 1 cm x 6 
cn ( B ) .  
En a1 icuotas apropiadas se  dose: 
actividad de fosfodiesterasa basal ( a ) ,  despugs de t r ipsinizaci6n (o) ,  
bajo condiciones fosfori lantes  (0 ) . 
Proteina (A535 . . . ) 
Conducti vidad ( - ) 
Actividad de Fosfodiesterasa (unidades/ensayo) 
. . 
Conductividad (rnmho) 
Cono puede verse, l a  ac t i v idad  de PDE e l  uy6 como un ancho p ico  que abarcd 
un amplio rango de concentraci6n sal ina.  Cuando se compard l a  ac t i v i dad  
basal con l a  obtenida mediante e l  ensayo en condiciones f os fo r i l an tes  o 
despugs de tratamiento con t r i ps i na ,  se encontr6, como puede observarse 
en l a  misma f igura,  que l a s  fracciones eluidas a fuerza i dn i ca  mbs ba ja  
fueron muy activables, en t an to  que las  elu idas a mayor concentracidn sa- 
l i n a  fueron insensibles a 10s tratamientos de a c t i v a c i h ,  De este modo se 
pudieron separar d i s t i n t o s  t i p o s  de PDE que d i f i e r e n  en e l  grado de res- 
puesta a l a  act ivaci6n (desde l a s  muy act ivables hasta inc lus ive  aquellas 
completamente insensibles) , todos provenientes de un mismo cu l t i vo .  A 10s 
efectos de simp1 i f i c a r  e l  lenguaje, de aqui en 116s se van a denominar 
PDE I a1 t i p 0  act ivab le  y PDE I1 a1 t i p o  insensible, por supuesto s i n  que- 
r e r  s i g n i  f i c a r  con e l  l o  formas moleculares definidas. 
En l a  f igura 1-a puede verse tambign que 10s grados de act ivac idn ob- 
tenidos son valores que comprenden 4 a 6 veces, esto es, variables y ma- 
yores a 10s encontrados previamente (de 1,5 a 3 veces) en que se habia 
trabajado con e l  conjunto de ambos t i pos  PDE I y PDE I1 (Galvagno e t  a l ,  
1979; Moreno e t  a I ,  1982). De esta forna resul t a r i a  que e l  grado de ac- 
t i vac i6n  en una preparaci6n dada es, muy probablemente, l a  resu l tante de 
cada uno de 10s correspondientes de un conjunto de formas mlecu lares,  ca- 
da uno aportando un d i s t i n t o  n i v e l  de suscep t ib i l i dad  a l a  act ivaci6n por  
ambos mecani smos de f o s f o r i  1 a c i  dn y protedl  i s i  s. 
A 10s efectos de estud iar  l a  composici6n de l a  poblaci6n enzimhtica 
en d i s t i n t a s  fases de crecimiento de micel io,  se r e a l i t 6  e l  misno t i p 0  de 
and1 i s i s  mediante cromatografia en DEAE-cel ulosa, de preparaciones enzi- 
mdticas proveni entes de 10s s igu i  entes estadios: 
a- Cu l t i v o  de c6 lu las redondas con. tub0 germinal i nc i p i en te  ( f i g  l -b )  . 
b- Cul t i vo  de m ice l i o  de fase estacionar ia en e l  que e l  crecimiento se ha 
interrumpido y ha comenzado l a  a u t o l i s i s  de l a s  h i f a s  mss v i e j a s  ( f i g  
1-c) . 
Como puede verse, en l a  cromatografia en DEAE-celulosa de l a s  prepara- 
ciones de cglulas en germinaci6n inc ip iente,  toda ac t i v idad  & PDE es sen- 
s i b l e  en a1 t o  grado a l a  act ivaci6n y eluye en e l  rango de fuerza i 6n i ca  
correspondiente a1 t i p o  PDE I; en e l  e l u i do  a concentracidn sa l i na  mayor, 
no se detecta ac t i v i dad  de PDE. Por e l  cont rar io ,  l a s  preparaciones obte- 
nidas de m i  cel  i o  cosechado en fase estacionar.ia, dan un agudo p e r f i  1 de 
a c t i  vidad en cromatografia en DEAE-cel u l  osa, -cas i  insens ib le  a l a  act iva-  
c i6n por f o s f o r i l a c i d n  o por p r o t e d l i s i s  y que eluye a una fuerza i 6n i ca  
correspondiente a1 t i p o  PDE I1 ( f i g  l -c ) .  Estos resultados i nd i ca r i an  que 
. l a s  formas rnoleculares de PDE obtenidas var ian s e g h  e l  estado de c rec i -  
m i  ento de l hongo, pasando de 'un t i p 0  a1 tamente ac t i vab l  e en l as  cg lu las 
en germinaci6n i n c i  p iente hasta un - t i p 0  amp1 etamente insens ib le  en un 
mice l io  de fase estacionaria; estadios de crecimiento intermedio eviden- 
c ian ambos ti pos molecul ares en proporciones var iables en t re  l a s  d i  s t i n -  
tas preparaciones (resulhados no mostrados). 
Estos resultados sugieren l a  ex is tenc ia  de una forma molecular "nat i -  
va" act ivab le  por f o s f o r i l a c i d n  o p r o t e 6 l i s i s  que d a r i a  o r igen  a1 t i p o  
insensible muy probablemente por un mecanismo de prote6 l  i s i s  enddgena. 
Esta idea se sustenta en e l  hecho de l a  suscep t ib i l i dad  demostrada por l a  
PDE de MUCOR a l a  act ivac i6n por t r i ps i n i zac i6n  controlada y en e l  hecho 
de que esta transformaci6n torna a la enzima insensible a l a  activaci6n 
por fosforilacidn (ver miis adelante). AdemSs es  bien conocido que l a  fase 
estacionari a en 10s hongos f i  1 amentosos e s t i  acompahada por auto1 isis con 
la consecuen t e  1 i beraci6n de enzimas catab6l icas como, par e jer~~plo , d i  - 
versas proteasas. Si se pensara en un proceso proteolitico gradual, se  
podria entonces entender el ancho perfil  en cromatografia en DEAE-celulo- 
sa de una preparacidn proveniente de un mice1 io de fase exponencial media 
( f i g  1-a); resultaria as i  una poblaci6n heteroggnea de molliculas de PDE 
producida por dist intos grados de protedl isis ocurrida "in vivo" o duran- 
t e  las preparaciones enzimbticas, a pesar de la  inclusi6n de inhibidores 
de proteasas en l a s  soluciones preparativas (ver mbs adelante y Tabla I ) .  
Con e l  objeto de estudiar si en las  esporas de M., rouxii existe una 
PDE preformada y a qu6 t ipo corresponde, se  procedi6 a real izar  una pre- 
paraci6n enzimitica proveniente de esporas y a anal izarla por cromatogra- 
f i a  en DEAE-celulosa. Efectivamente, s e  encontr6 una actividad de PDE de 
AMP ciclico activable por fosforilaci6n y por prote6lisis con un perfil 
cromatogrifico ( f i g  2) muy parecido a1 obtenido a par t i r  de una prepara- 
cidn de cElulas -en germinacidn incipiente (comparar con l a  f i g  1 b);  si 
bien se  encontr6 exclusivamente el t ipo activable, el  grado de activabili- 
dad result6 se r  menor que el encontrado para l as  celulas germinales inci- 
pientes y, en general, para el  t ipo PDE I .  Esto podria deberse a una accidn 
proteol iti ca mpas pronunciada como consecuencia de util  i za r  un m6todo de 
ruptura de las  esporas mSs drgstico y por el l o  quizbs conducente a l a  li- 
beracion de proteasas por disrupcidn de estructuras subcelulares (ver Ma- 
ter ia les  y ~6 todos ) .  
Fig. Z. P e r f i l  de e l u c i b  en cromatoq-afia . . de DEAE-celulosa de l a  a c t i -  
V Z a d e  fosfodiesterasa proveni ente de esporas . 
La f racci6n SA de una. preparaci6n proveniente de esporas (5  mg) f u e  cro- 
matografiada en una columna de 0,8 cm x 3 cm. En a l i cuo tas  apropiadas se 
dos6 ac t i v i dad  de fosfodiesterasa basal ( m ) ,  activada por  t r i p s i n i z a c i 6 n  
(0 )  o b a j o  condiciones f o s f o r i  lantes ( D ) Se mid i6  conductividad ( - ) 
a t rav6s de todo e l  gradiente. 
Las f lechas ubican l a  posic i6n de e luc i6n de l a s  fracciones PDE I y P3E 
11 ( ve r  f i g .  1.). 
2. ACTIVIDADES PROTEOLITICAS Y ACTIVACION DE LA PDE DE M. r o u x i i  
La act ivac i6n de l a s  enzimas por p r o t e d l i s i s  controlada es un hecho 
amp l iamente conocido, en p a r t i  cul a r  para var ias fosfodi.esterasas de dis-  
t i n t o s  origenes y l oca l i zac idn  t i s u l a r  (Epstein e t  a l ,  1978; Tucker e t  a l ,  
1981; St rewler  e t  a l ,  1978; M ik i  e t  a l ,  1975), en cuyos sistemas se han 
encontrado a c t i  vidades proteol  i t j c a s  enddgenas responsables de modi f i ca -  
ciones es t ruc tu ra l  es. 
Ante l a $  evidencias de l a  ex i s t i nc i a  de act iv idades proteol  i t i c a s  en 
nuestro propi  o s i  steti~a y 1 os antecedentes r e g i  strados en la 1 i t e r a t u r a  , 
se estud i6  l a  re lac i6n  ent re  l a  ac t i vab i l i dad  de l a  molgcula fosfodieste- 
r5s ica  de MUCOR, l a  apar ic idn de l as  mQl t i p l es  formas y l a s  actividades 
proteo l  i ti cas enddgenas . Todas 1 as preparaciones enzimit icas se habian 
rea l  izado en presencia de benzamidina y EGTA por su acci6n inh ib idora de 
proteasas. Para estud iar  1 a accidn proteol  i t  i ca  endijgena. se e l  iminaron de 
una muestra de l a  f racc i6n PDE I a1 tamente act ivab l e  10s inhibidores de 
proteasas presentes en 1 as so l  uciones preparativas. Para e l l o ,  l a  rnuestra 
fue fi l t rada  rdpidamente por una colurnna de Sephadex 6-25 e q u i l i  brada con 
una so luc idn conteniendo l r i s - C ~ H  10 mM pH 7,4, 2-nercaptoetanol 2 mM, 
EDTA 1,5 mM (So lucibn L) . Inmediatamente despues de l a  f i l t r a c i d n  en una 
a1 icuota se dosaron 1 as actividades basal y activada, valores estos que 
se consideraron "control"  (ver  Tabla I), en tan to  que l a  muestra restan- 
t e  fue d i v i d i d a  en divemas fracciones y mantenida a 4 "C durante 24 hs. 
Cada fraccidn contenia pr separado cada uno de 1 os i n h i  b idores de pro- 
teasas indicados en l a  Tab1 a I o ninguno. Despugs del period0 de 24 hs, 
se ensayaron nuevamente l a s  actividades basal y activada en cada una de 
Tabla I. Act ivacidn por t r i p s i n a  de l a  act iv idad de fosfodiesterasa des- 
pugs de su rilanteniniento en presencia de inh ib idores  de proteasas 
500 unidades de l a  f racc idn  PDE I se f i l t r a r o n  rggidamente a t ravi is  de 
una co l  umna de Sephadex (;-25 (ver  tex to)  . En una a1 i cuo ta  de 2 r 1 del e- 
lu ido,  se dos6 inmediataaente l a  act iv idad de fosfodiesterasa basal y ac- 
t i vada  por t r i ps i na ,  obteniendose 10s valores de 3,O y 10,l unidades res- 
pectivamente (va lo r  "cont ro l  "). El e l  uido restante fue d i v i d i d o  en mues- 
t r a s  de 20 PI cada una y mantenido a 4 O C  durante 24 11s con 10s agregados 
i n d i  cados . Despugs de es t e  periodo, se ensay6 a c t i  vidad de fosfodiesterasa 
basal y activada por t r i p s i n a  en a l icuotas de 2 fil de cada utia de l a s  
muestras (ver  Materiales y . tgtodos) . Bajo estas condiciones , 1 os i n h i b i -  
dores de proteasas quedan d i lu idos  40 veces durante l a  preincubaci6n con 
tri psina. Todos 10s ensayos fueron hechos por tri p l  icado. 
Agregados 
14 i nguno 
TLCK (0, l  mM) 
PtlSF (U,4 mM) 
Benzamidina (20 nM) 
EGTA ( 5  m'l) 
Antipatna ( 3  Pg/ml) 
Leupepti na (20 P gf m I )  
Act iv idad de Fosfodiesterasa Activacidn (%) 
( uni  dades) 
Basal 
- + Tr ips ina 
l a s  fracciones. Como puede verse ( ~ a b l a  I), l a  ac t i v idad  basal de l a  en- 
zima mantenida en ausencia de i n h i  bidores se elev6 a casi  e l  va lo r  de l a  
ac t i v idad  con t ro l  act ivada ( resu l t 6  ac t i vab l  e so larnente 1,2 veces). En 
algunas preparaciones, l a  act iv idad basal alcanz6 e l  va lo r  exacto de l a  
activada, reduciendo l a s  veces de act ivac i6n a1 va lo r  l i r n i t e  de 1 despues 
de 24 hs a 4 O C  ( resul tados que no se muestran). Sin embargo, l a s  f rac -  
ciones conteniendo inh  ib idores t a l es  como EGTA, antipaina, leupeptina y 
benzamidina, mantuvieron 10s valores de ac t i v i dad  basal y l a s  veces de 
act ivac idn en e l  orden de 10s correspondientes a1 cont ro l .  Corn puede ver- 
se, l a  perdida de l as  veces de act ivac i6n ocurre a expensas de un aumento 
de -1  a ac t i v idad  basal hasta e l  va lo r  act ivado alcanzado en condiciones 
f o s f o r i  lantes o de tri psinizaci6n contro lada. La i nc lus i6n  de c i e r t os  i n -  
h ib idores de proteasas e v i t 6  este proceso de aumnto de l a  ac t i v idad  ba- 
sa l  (algunos inh ib idores  t a l e s  conlo TLCK y PIGF s61o resu l taron parc ia l -  
mente e f i c i e n t e s  a l a s  concentraciones u t i l i z a d a s )  l o  que e s t i  evidencian- 
do una vez mhs l a  pa r t i c i pac i6n  de p r o t e 6 l i s i s  end6gena en l a  p6rdida de 
1 a suscept i b i  l i dad r e p  l a t o r i  a de 1 a PDE de M. roux i  i . 
Con l a  hiSp6tesis de que l a  ac t i v idad  p r o t e o l i t i c a  es l a  responsable 
de 1 a heterogeneidad de l a s  formas moleculares de l a  PDE de EIUCOR, se i n -  
ten t6  conve r t i r  a1 t i p o  PDE I en e l  PDE I 1  por p r o t e 6 l i s i s  end6gena. La 
f igura 3 muestra que l a  PEE. I mantenida en ausencia de inh ib idores de pro- 
teasas durante 24 hs a 4 O C  y habiendo aumntado su ac t i v i dad  basal unas 
c inco veces , exhibe un p e r f i l  cronatogri i f ico en DEAE-cel ulosa s i m i l a r  a1 
correspondiente a l t i p o  PDE I1 (s61o se ve una muy pequefia porci6n que 
eluye a l a  fuerza i d n i c a  correspondiente a la  de l a  PDE I, probablemnte 
consecuencia de proted l i s i s  incompleta). En forma s im i l a r ,  se ha podido 
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Fig .  3. Perfil  de elucidn de la actividad fos fod ies t e rh ica  en cromato- 
r a f i a  en DEAE-celulosa de l a  fracci6n PDE I sometida a prote6- 
isis end6gena. 
La fraccidn PDE I (4  mg) obtenida de una colunna de DEAE-celulosa (ver 
f i g  1 A) fue dializada durante 24 hs a 4 'C contra s o l u c i b  L y luego 
crornatografi ada en una colunna de 0,8 cm x 3 cm. A1 icuotas apropiadas de 
cada fracci6n fueron dosadas para actividad de fosfodiesterasa basal (a ) ,  
activada por t r ips ina  ( 0 )  y bajo  condiciones fosfori lantes  ( o ). 
Conductividad ( - ) .  
transformar e 1 comportamiento en cromatografia en DEAE-celu losa del ti po 
PDE I en e l  de la PDE I1 por tripsinizacidn controlada de aquella ( se  han 
obtenido perf i les  identicos a1 mostrado en l a  figura 3). 
De e s t a  forma, se ha podido demostrar que l a  proteiil isis e s ,  a1 menos, 
uno de 10s mecanismos responsables del polimorfismo de l a  PDE de NIP ci-  
c l ico  de MUCOR, coincidiendo estos resultados con otros s is tenas informa- 
dos en l a  l i teratura,  corn por ejemplo, e l  de mioblastos de ra ta  (Narin- 
drasorasak e t  a 1 , 1982). 
Si en rlucor e l  proceso generador de l a  heterogeneidad de formas mole- 
culares fuera la prote6 lisis endcgena, entonces podrian encontrarse dife- 
rencias en e l  tamaRo molecular de 1 os t ipos P D t  I y PDE 11. Sometidos es- 
tos  dos t ipos a cent r i fugacih  en gradientes l inea les  de sacarosa, se  en- 
contr6 que la  forma activable sedimenta con un coeficiente d s  sedimenta- 
cidn aparente de 4, l  a 4,5 S (figura 4 a)  ; un valor dcntro de e s t e  rango 
fue obtenido para l a  enzima proveniente de ciilulas en gemlinaci6n inci- 
piente (resul tados no mostrados). La forma PDE I1 sediment6 con un valor 
de 3 , l  a 3,5 S (figura 4 b ) ,  coincidiendo con e l  perf i l  de l a  enzima pro- 
. . 
veniente de un micelio de fase  estacionaria y Con l a  PDE I transformada 
por prote6l isis endBgena o por t r ips in i  zaci6n controlada (resul tados no 
mostrados). Estos hechos son congruentes con l a  idea de que l a  acci6n 
proteol i t ica es generadora de l a s  mfil  t i p l e s  formas de l a  enzima. 
3. PURIFICACION PARCIAL DE LA FORMA ACTIVABLE DE PDE 
E l  estudio acerca de l a  participacidn de l a  protedl is is  en l a  apari- 
ci6n de mbl t ip l e s  forrnas enzimsticas, en la pgrdida de l a  susceptibilidad 
Fig. 4 .  Perf i  l es  de Sedimentacidn de las fracciones PDE I y PDE I1 obte- 
nidas por cromatografia en UEAE-cel ulosa. 
A- Fraccidn PDE I (15  mg; 3900 unidades) 
B- Fraccien PDE I1 (23 mg; 3800 unidades) 
La centrifugacien se r e a l i z e  como se  describe en Materiales y Mgtodos. 
En al icuotas de cada fracci6n se dosd act ividad de fosfodiesterasa ba- 
sal  a ,  activada por t r i p s i n a  (0) y bajo condiciones fos for i l an tes  ( o f .  
regulatoria y en las  variaciones con el estadio de crecimiento del mice- 
l io ,  no acl ara 'la funcibn que i n  vivo tendria la proteblisis como meca- 
nismo regulatorio. Hasta el momento no s e  ha podido dilucidar a travgs de 
estas aproxisaciones experimentales si l a  accibn proteolitica que activa 
irreversi blemente a la enzima ocurre en e l  organism como un mecanismo 
de regulacidn especifico, o bien si s e  produce durante las preparaciones 
enzimsti cas , como consecuencia de 1 a 1 iberacibn general izada de enzimas 
degradativas ( l a s  cuales varian con el estado de crecimi ento del hongo) 
en el  proceso de ruptura del material biol6gico. 
Sea como fuere, resulta imprescindible, a 10s efectos de purificar l a  
enzima en su foma activable para estudiar 10s mecanismos moleculaks de 
su foma de regulacibn, la minimizaci6n de 10s efectos de l a  proteelisis 
endbgena en 1 as preparaci ones. 
Consecuentemente con este planteo, se modi fic6 el  medio de cul t ivo 
del hongo reemplazando la  peptona del mismo (ver Moreno e t  a1 , 19Z)  por 
un hidrolizado dcido de caseina con e l  f in  de minimizar la inducci6n de 
proteasas. As? mismo, se intent6 un  d todo  de ruptura del micelio lo me- 
nos drdsticb posi ble (ver Materiales y I46todos). de manera d i  no provocar 
la  destruccibn de 1 isosomas y vesiculas con 1 a consiguiente liberacidn de 
acti  vidades proteol i ti cas. 
Por o t ra  parte, se incorporaron habitualmente a las  soluciones prepa- 
rativas y a lo largo de todos 10s pasos de purificacibn, i n h i  bidores de 
proteasas t a  les como el EGTA y 1 a anti paina. Con estos nuevos procedi- 
mientos se intent6 purificar parcialnente la enzima activab le a trav6s de 
10s pasos detallados en l a  Tabla 11. La fraccidn soluble del micelio co- 
sechado en fase exponencial media, sometido a un corte con s u l f a t o  de 
arnonio, const i tuy6 l a  muestra que se cromatografi6 en DEAE-ce l u l  osa para 
obtener l a  porci6n act ivab le  (PDE I) de un p e r f i  l s i m i l a r  a l  mostrado en 
l a  f i g u r a  1 a (ver t4ateriales y tdtitodos). Posteriormente se someti8 a l a  
f racc i6n PDE I a cromatografia en Sephacryl S-300 ( f i g u r a  5 a) primero y 
luego a Sephadex 6-100 ( f i g u r a  6 a). Como puede verse, en anbas f i  l t r a -  
ciones moleculares, l a  ac t i v idad  de PDE presenta un p e r f i l  de e luc idn  re- 
lativamente agudo, ac t i vab le  en toda su extensi6n. A1 cab0 del Ql t imo pa- 
so, Sephadex 6-100, se pudo obtener una pur i f i cac idn  de unas 500 veces 
respecto de l a  f r a c c i b  S-100 (Tabla 11). Se rea l izaron 10s cdlculos de 
pu r i f i cac i6n  en funci6n de l a s  actividades activadas por  cuanto 10s nive- 
l es  basales aumentan con e l  transcurso del tiempo a causa de l a  p r o t e 6 l i -  
s i s  endbgena. En efecto, a pesar de l a s  modificaciones introducidas en 
l as  preparaciones y de l a  inc lus idn  de inh ib idores de proteasas en l a s  
so l  uciones preparat i  vas , e l  proceso proteol  it i co no se detiene compl eta- 
mente. Esta dramit ica p6rdida de l a  capacidad de a c t i  vacidli con e l  enve- 
jecimiento de 1 a preparacidn resul  t a  un f a c t o r  muy d i f i c i l  de sa l va r  en 
10s i r i tentos- de pur i f i cac idn  de l a  enzima y es coincidente con anteceden- 
t es  expue.stos en la 1 i teratura,  para o t ros  s i  stemas enzimdticos (Tucker 
e t  a1 , 1981.1. 
Estas d i  fi cul tades h i c i e ron  imposibl e avanzar en l a  p u r i f i  caci6n de 
l a  forma act ivab le  m5s a l l  d de 10s n ive les logrados. S in  embargo r e s u l t a  
muy importante destacar que l as  nuevas condiciones de crecimiento del mi- 
c e l i o  y l a  ruptura suave para l a  preparacidn de 10s extractos enzimaticos 
resul  taron nluy ventajosas. As?, cuando 1 os medi os de cu l t i v o  contienen 
Tabla 11. ~urificacidn de la fo& activab le de la fosfodiesterasa de AMP 
cicl i co. 
Fraccidn 
Preparaci6n a parti r de 100 g de micelio (.peso hirmedo) . Todos 
10s detalles de preparacidn se detallan en f.hteriales y bstodos. 
DEAE-cel ul osa 
Proteina Volumen Actividad Actividad Rendimiento Puri ficac4dn 
(mg) ( m ~ )  ($1 ( veces) 
SEPHACRY L S-300 16 
SEPHADEX 6- 100 
Fig. 5. Cromatoarafia en Septlacryl S-300. P e r f i l  de e luc idn  de l a  a c t i -  
v i  dad de fos fod i  esterasa. 
A- Fracci6n PDE I obtenida a p a r t i r  de un ex t rac to  de un m ice l i o  
crecido en un medio conteniendo casamino~cidos y sometido a 
condi ciones suaves de ruptura (ver  Mater ia les y M6todos). 
B- Fracci6n PDE I obtenida de un ex t rac to  de un miee l io -c rec ido  
en un medio conteniendo peptona y sometido a condiciones 
d rss t i cas  de ruptura. 
La cromatografia se r e a l i z 6  sembrando 70 mg de pi-oteina (a1 rededor de 
18.000 unidades) en cada uno de 1 os casos, en una columna de 2,, 1 cm x 
88 cm y se desarrol  I d  segiin se d e t a l l a  en t. lateriales y N6todos. En a1 i- 
cuotas de cada f racc i6n  se dosd ac t i v idad  de fosfodiesterasa basal ( a ) ,  
act ivada por t r i p s i n a  (0) y bajo condiciones f os fo r i l an tes  (o ) , y pro- 
te ina  ( ... ).  
Vo: Volumen de exc lusi6n 

Fig. 6. Cromatografia en Sephadex 6.-100. Perfil de elucidn de l a  activi- 
dad de fosfodiesterasa. 
A- Fracci6n S-303 correspondi ente a1 extracto de un micelio cre- 
cido en un meJio conteniendo casamino5cidos y synetido a1 m6- 
todo suave de ruptura. 
B-Fracci6n S-300 correspondiente a1 extracto de un micelio cre- 
cido en un medio conteniendo peptona y sometido a condiciones 
drds  ti cas de ruptura. 
C- Representac-b gr5fica de la  r e l a c i h  entre 10s valores del 
( -log KAv)l12 de cada una de l a s  proteinas narcadoras y sus 
correspondientes val ores de radios de Stokes. 
Se ser~hraron 16 mg de proteina (alrededor de 10.000 unidades) en cada 
caso y s e  desarrolld l a  cromatografia en una colunna de 1,s x 57 cm s e g h  
lo  descripto en Ibteriales y tl6todos. En alicuotas de cada fraccidn se 
dosd actividad de fosfodiesterasa basal ( a ) ,  activada por t r ips ina  (0)  y 
bajo condiciones fosforilantes ( o ) y proteina ( . .. ) 
Vo: Volumen de exclusi6n 
C i t  c: C i  tocromo c 
Perox: Peroxidasa 
G.O.: glucosa oxidasa 
Radio de Stokes (nm) 
peptona y 1 a ruptura del materia 1 b i o l d g i  co se hace en un homogenizador 
Omnimixer con perlas de v i d r i o ,  l a  accidn p r o t e o l i t i c a  se expresa mucho 
mzs aceleradamente. Bajo estas condiciones, s i  b ien se ha podido obtener 
luego de cromatografia en DEAE-celulosa e l  p e r f i l  ya mostrado resolviendo 
las f racciones PDE I y PDE 11, l a s  cromatografias sucesivas de 1 a f racc i6n 
PDt I por Sephacryl 5-300 t f i gu ra ,  5 b) y por Sephadex (3-100 ( f i g u r a  6 b) 
muestran pe r f i  les  re1 a t i  vamente anchos , desdobl ados y con p5rJida de l a  
capacidad de act ivab i  1 i dad, comparado con' 10s correspondientes provenien- 
t e s  de l a  preparacidn de un mice1 i o  crecido y procesado ba jo  1 as nuevas 
condi c i  ones descri  ptas ( - f i g  5 a y 6 a). t s tos  resu l tados ev i  denci an una 
accidn p r o t e o l i t i c a  mas persistente en estos casos, a pesar de l a  i nc l u -  
s i  6n de i nhi  b i  dores de proteasas en 1 as sol  uciones preparat i  vas . 
Ul te r i o res  pasos de pur i f i cac idn  conducen a una pgrdida t o t a l  de l a  
suscep t ib i l  idad regu la to r ia  a l a  f os fo r i l ac i dn  o a l a  p r o t e 6 l i s i s  contro- 
l ada. 
Como se ha seiialado, e l  tiempo de envejecimiento de l a s  preparaciones 
resu l t a  un pardmetro c r i t i c 0  en e l  i n ten to  de pu r i f i cac i6n  de l a  forma 
ac t i vab le  de PDE. Con e l  objeto de obtener un grado de pu r i f i cac idn  mayor 
en e l  menor niirnero de pasos posibles, se in tentaron cronatografias de a- 
f in idad que habian s ido u t i l i zadas  ex i  tosamente en l a  pu r i f i cac idn  de 
fosfodiesterasas de ot ros organistnos (Mor r i l  e t  a1 , 1979; Helfnan e t  a1 , 
1981 ; Sharma y Johri , 19152). El  i n ten to  de u t i  l i z a r  una col  umna 3e AMP 
c i c  li co-agarosa resul  t 6  i nfructuoso pues l a  ac t i v idad  de PDE de WUCOR no 
es re ten ida por d i  cha r e s i  na, como as? tampoco la mayor par te  de 1 a pro- 
t e i na  de l a  preparaci6n. Un ejemplo de un p e r f i l  de cromatografia en esta  
,col umna puede verse en la f i gura 7. 
Tambien se ensay6 la cromatotjrafia en Azul 2 - agarosa. Si bien l a  
forna insensible de la enzima (fraccidn PDE 11) es retenida por la resina 
y el  el  uibl  e u t i  1 izando solucione$. de a1 t a  fuerza i 6nica conteniendo AMP 
cicl ico o bien mediante soluciones de al to  pH (alrededor de pH u), el 
t ipo activable PDE 1 no se retiene en l a  columna y aden6s el procesamien- 
to  de l a  cromatografia conduce a una gran perdida de 1 a actividad enzid-  
t ica .  Un perfi 1 de croriiatografia en Azul 2 - agarosa de l a  fracci6n PDE I 
puede verse en l a  figura 8. E l  que l a  forna activable no sea retenida en 
tanto que l a  insensible s i ,  podria deberse a una afinidad diferencial de 
ambos. ti pos enzimsticos por el 1 igando de la resina. Estos resul tados son 
simi lares a 10s descriptos para l a  PDE de cerebro, estirnulable por calmo- 
dulina, cuyo cmportamiento en columnas de Azul dextrano - agarosa de- 
pende del grado de prote6lisis sufrido (Tucker e t  a l ,  1981). 
Antecedentes de es tos resul tados fueron presentados previ arnente (Gal - 
vagno , 1982) ; 1 a cromatograf ia  en Azul 2 - agarosa con4ucia a una p6rdi da 
de l a  capacidad de activacien de la PDE de MUCOR. Los estudios realizados 
por Galvagno se  llevaron a cab0 con e l  conjunto de l a  preparacidn enzimb- 
t ica ,  sin separar 10s tipos activable e insensible y sin una minimizaci6n 
ef i  ciente de 1 a protedl i sis end6gena . por el uso de i nhibidores adecuados; 
del conjunto de l a  enzima cronatografiada, solamente una porci6n era re- 
tenida y recuperada Bsta por elucicn, resultaba entonces insensible. Se 
hace .evidente ahora, a l a  luz Je 10s actuales resultados, que en dicha o- 
peraci6n ocurria una separacidn de ambos tipos enzimiiticos. 
Poderiios entonces concluir que 10s intentos de acortar 10s tiempos de 
E I U ~ ~ O  EI U ~ O .  
Solino E spec f lco Sembrado Lavodo 
Fig. 7. Cromatoqrafia en colunna de AMP cic l ico  - agarosa 
Se sembraron 4 ml de l a  fraccidn PDE I ( 1  q de protefna/nl; 1.000 unida- 
des ) resuspendida en Sol ucidn D, en una co lunna c;e 1 m l  de N-lP cic l  i co - 
agarosa equil ibrada con Solucidn D. La cromatografia s e  desarrol l6 como 
s e  describe en Materiales y li16todos. En cada fracci6n s e  dosd actividad 
de fosfodiesterasa basal ( a ) ,  activada por t r ips ina  (0) y bajo condicio- 
nes fosfori lantes  ( 0 )  y proteinas ( . . . 1. 
Fracciones 1-4: Percolado del senbraao; 5-8: Lavado con Solucidn D 
9-12: Eluido con Clfda 1 I1 en Soluci6n S (Eluido sal ino) 
13-16: Eluido con ClNa 1 19, PZlP cic l ico  1 nl! en Solucidn D 
(El uido especif ico) 
'C' 
Nu'mero de fraccidn 
Fig. 8. Cromatografia en columna de Azul 2-agarosa 
Se cromatografiaron 4 m l  de l a  fracci6n PDE I (1 mg de proteina/ml; 1.000 
unidades) en una col umna de 1 m i  de' Azul 2-agarosa equil ibrada con Solu- 
ci6n 1). La cromatografia se  desarro 116 como s e  indica en i4ateriales y M6- 
todos mediante l a  eluci6n por fuerza idnica y At-IP c jc l  ico. En cada frac- 
cidn s e  dosd actividad de fosfodiesterasa basal (.a), activada or  t r i p s i -  
na (0 )  y bajo condiciones fosforilantes ( 0 )  y proteina ( ... ! .
Fracciones 1-4: Percolado de l serrlbrado; 5-8: Lavado con Soluci6n D 
9-16: Eluci6n con ClNa 0 , l  M, /VIP cic l ico  10 mM en Soluci6n D 
envejecimiento en el proceso de purificaci6n resul taron, hasta e l  m e n -  
t o ,  infructuosos. 
4. ESTUDIO Dt LOS PARAMETROS FISICOS 
Se ha intentado avanzar en l a  caracterizacibn Q las d l t i p l e s  fomas 
de PDE de M. rouxii a traves de una aproximaci6n a 10s pardmetros f i s icos  
y cin6ticos. 
Como ha sido evidenciado, la  protedl is is  end6gena e s  un proceso gra- 
dual, que se  expresa en la aparici6n de una pobl aci6n molecu lar  heterog6- 
nea. Esto puede apreciarse inmediatamente a p a r t i r  del amplio rango de 
concentraci6n sal ina que cada t ipo  abarca en l a  cromatografia en DEAE-ce- 
lulosa (ver figura 1). Esta heterogeneidsd s e  hace tambign evidente en 10s 
demzs estudios de caracterizacidn f i s i ca .  As?, l a  amplitud de 10s per f i les  
de f i l t rac idn  molecular ( f i g  5 y 6 )  son variables ent re  las d i s t in t a s  
preparaciones , y en aquel l a s  en donde aparecen picos desdoblados, l a  pro- 
porcibn entre  10s mismos es  d is t in ta  en cada preparacien (resul tados no 
mostrados) . Por supuesto, tambi5n son variables 1 os valores de coeficienl  
t e s  de sedinentaci6n para cada una de las preparaciones enzimdticas obte- 
nidas de l paso de Sephadex 6-100. De a I1 i que 10s par6~1etros f i s i cos  ob- 
tenidos presenten un rango de valores, corn puede verse en 1 a Tab1 a 111. 
Esta multipl icidad de formas moleculares se  hace tambi6n evidente del pa- 
tr6n de proteinas con actividad enzimStica obtenido por e lec t rofores is  en 
gel de poliacrilamida (ver  figura 10 a y a ' ) .  
A juzgar por 10s valores de radios de Stokes obtenidos, 1 a prote6l isis 
conducir ia a un cambio conformacional de l a  moliicula enzih~ldtica que va 
expresando una asimetr ia creciente desde l a  forma ac t i vab le  a l a  insensi-  
b l e  (Tabla 111). 
Con e l  ob je to  de estud iar  desde e l  punto. de v i s t a  c i n e t i c o  e l  meca- 
nismo que conduce a l a  act ivacidn por f o s f o r i l a c i d n  y por p ro ted l i s i s ,  se 
determinaron 10s valores de Km y Vm para l a s  act iv idades basal , activada 
por f os fo r i l ac i dn  y activada por p ro te6 l i s i s ,  del t i p o  PDE I, a s i  como 
l a s  determinaciones c ing t i cas  para e l  t i p o  insens ib le  (PDE 11; Tabla 111). 
Como puede verse, l a  act ivac i6n de l a  PDE I conduce a un increment0 de 
10s valores de Vm de hasta 15 veces respecto del correspondiente para l a  
ac t i v idad  basal ; 10s valores de Km no sufren una modif icacidn s i g n i f i c a -  
t i va ,  como tampoco respecto de 10s valores correspondientes de Km del ti- 
po insens ib le  PDE I1 (Tabla 111). Tamhien aqui 10s valores d i f i e r e n  de 
preparaci6n en preparacidn, indicando una heterogeneidad de especies mo- 
leculayes. Los valores de a c t i v a c i k  que se han logrado en estos ensayos 
son mucho mayores que 1 os i nformados an te r i  ormente (Ga l vagno e t  a 1 ,1979 ; 
Moreno e t  a1 , 1982), l o  que pone de mani f ies to  e l  6x i  t o  a lcanzado en 1 a 
preparacien y conservacidn del t i p o  act ivab le  l o  mds "nat ivo" posi b le.  
Los valores logrados evidencian ademis que l a  act ivac idn de l a  enzima 
por cualquiera de 10s dos mecanismos, f o s f o r i l a c i 6 n  o prote6 l  i s i s ,  no pro- 
voca un cambio de a f in idad  de l a  enzina e l  sustrato, s in0 solamente 
un aumento en l a  velocidad de reaccidn. E l  que l a  forma insens ib le  tampo- 
co d i f i e r a  en l a  a f i n i dad  enzima-sustrato respecto de l a  forma act ivab le ,  
basal y act ivada por tri psi  na, apoya l a  idea de 1 a prote6l  i s i s  end6gena 
como responsable de l a  fornaci6n del t i p o  no act ivable.  
Tab l a  111. Pariimetros f i s i c o s  y c ing t i cos  de 10s t i p o s  ac t i vab le  e insen- 
s i b l e  de l a  fosfodiesterasa de NIP c i c l i c o .  
Radio de Stokes 
(nm) 
Coef ic iente de 
Sedimentaci 6n 
( 4  
Peso Molecular 
(K) 
Coef ic iente fri ccional  
Act ivable Insens ib le  
3,65 - 3,75 
Todos 10s c5 lcu los de 10s pardmetros se h i c i e ron  s e g h  se describe en Mate- 
r i a l e s  y Il6i;odos. Los c6 lcu los de 10s pesos moleculares se rea l i za ron  u t i -  
1 izando 10s datos i n d i  v iduales de radios de Stokes y de coe f i c ien tes  de 
sedimentacidn correspondi entes a una ni sma preparaci 6n. 
A: Act iv idad basal 
B: Act iv idad activada por  f o s f o r i  l a c i d l ~  
C: Act iv idad act ivada por  prote6 l i s i s  
5. FIECAN ISM0 DE REGULACIOrJ POR FOSFORI LAC ION Y PROTEOLISIS 
La act ivac idn por f o s f o r i  laci6n dependiente de NIP - c i c l i c o  de l a  PDE 
de rl. roux i  i fue puesta en evidencia con preparaciones de l a  enzirna 1 i- 
bres de quinasa de proteina dependiente de AMP c i c l i c o  end6gena y por 10s 
requer in ientos de condiciones f os fo r i l an tes  (Floreno e t  a l ,  1982). 
Un resul tado muy importante se obtuvo a1 logra r  act ivac i6n de l a  PDE 
por subunidad c a t a l i t i c a  de quinasa de proteina heter6loga. Este hal lazgo 
demuestra firmemente que l a  f o s f o r i l a c i 6 n  dependiente de AMP c i c l  i c o  est5 
involucrada en e l  proceso de ac t i vac icn  de l a  act iv idad fosfod iesterds ica 
de E?UCOR; ademzs const i tuye una herramienta muy u t i l  para e l  estudio de 
dicho necanismo regul a tor io ,  por cuanto 1 a ac t i v idad  f o s f o r i l a n t e  de 1 a 
subuni dad ca ta l  i t i c a  no requiere NIP c ic l . i co .  Todas las  activaciones. por 
f o s f o r i l  aci6n descri.ptas en este t raba jo  se han ' r ea l  izado u t i  l izando sub- 
unidad cata l i t i c a  de quinasa de proteina dependiente de MlP c i c l  i c o  de 
coraz6n bov i  no. 
Se estud i6  l a  f os fo r i l ac i 6n  de l a  molScula enzimztica desde diversos 
puntos de v i s ta .  En l a  f i g u r a  9 pueden verse 10s p e r f i l e s  de ac t i v i dad  
basal de PDE y activada por f os fo r i l ac i 6n  y p r o t e 6 l i s i s  , de l a s  f r acc io -  
nes PDE I y PDE I1 luego de someterlas a e lec t ro fo res i s  en gel en condi- 
ciones no desnatural i  zantes. Corn puede verse en l a  f i g u r a  9 a., despu6s 
de e lect ro fores is  e l  ti po PDE I permaneci6 muy act ivab le por f o s f o r i  l a -  
ciSn o p r o t e d l i s i s  controlada. Por e l  contrar io,  e l  t i p o  PDE I 1  ( f i g u r a  
9 b.) se mostrd absolutamente insensible a 10s tratamientos activantes. 
Estos resultados const i tuyen una prueba muy importante en favor de que e l  
mecanismo de act ivac i6n i nvo lucra d i  rectamente a la mol6cu la de fosfodies- 
A- Fracci6n PDE I (6 mg; 1.500 unidades) 
B- Fracci6n PDE I1 ( 9  mg; 1.500 unidades) 
El desarrollo de 1 a electroforesis y el procesado de 10s geles se reali- 
-26 cono se describe en Material es y fgtodos. En cuartos de roda ja de gel 
se ensayd actividad de fosfodiesterasa basal ( e ) ,  activada por tripsina 
(0 )  y bajo condiciones fosfori lantes (0  ) . 
Fr cnte 
40 
0 
D~stanc~a de rnigracidn (cm) 
terasa. LOS valores de R f  que se han obtenido en estos experimentos, rea- 
' l izados con diversas preparaciones, varian de unos a o t ros  indicando una 
vez mis l a  heterogeneidad de l a s  formas moleculares. Se obtuvieron valo- 
res de Rf en e l  rango de 0,59-0,62. 
A 10s efectos de demostrar fehacientemente l a  f o s f o r i l a c i 6 n  de l a  mo- 
l6cu l  a enzimztica, se rea l  izaron incubaciones en condiciones f o s f o r i l  an- 
32 tes con subunidad .catal i t i c a  y ATP-[ P 1 de l a  preparaci6n de PDE a c t i -  
vable proveniente del paso de Sephadex G-100 l a  cual es td  l i b r e  de quina- 
sa de prote ina end6gena, de l a  que se separa en e l  paso de f i l  t r ac idn  por 
Sephacryl S-300 (resultados na mostrados). Luego de l a  incubaci6n se so- 
meti6 a l a  preparacidn a e lec t ro fo res is  en gel  en condiciones no desna- 
t u r a l  izantes y se dos6 ac t i v i dad  de PDE e incorporacidn de 3 2 ~  a 1 o la rgo  
del gel ( f igura 10 a.). Como puede verse, l a  ac t i v idad  de PDE aparece re- 
par t ida  en un p ico p r i nc ipa l  y uno menor acompafiante, mostrando ambos i n -  
corporacidn de f6s fo ro  radioact ivo.  AdemSs, se ven dos bandas de proteTna 
con incorporacidn de marca rad ioact iva ( f i g u r a  10 a '  y a"), cuyos valo- 
res de re lac idn  de f r en te  (Rf) son coincidentes con 10s de ac t i v i dad  de 
PDE. Es d e c i r  que aparecen dos bandas proteicas con ac t i v idad  fosfodies- 
t e r i s i c a  e incorporaci6n de fosfa to  rad ioact ivo en l a s  mismas. 
Preparaciones un poco nds envejecidas presentan t r e s  bandas de a c t i  - 
vidad e incorporaci6n de marca rad ioact iva ( resu l  tados no mostrados). Es- 
tos resu l  tados evidenci an una vez mas l a  mu1 t i p l  i c idad  de formas molecu- 
l a res  de PDE de M. r o u x i i .  
Con e l  ob je to  de es tud ia r  l a  i n te r re l ac ien  molecular de 10s mecanis- 
nos de act ivac idn por f o s f o r i l a c i d n  y por proteGl is is ,  se estudiaron en 
Fig. 10. Electroforesis en gel de poliacrilamid$_de l a  fraccidn 6-100 de 
fosfodi esterasa fosfori  lada con A T P 4  r 3LP J 
A- Fracci6n 6-100, t i p 0  activable (175 pg; 960 unidades) 
B- Fracci6n 6.-100, t ipo  activable (175 pg; 960 unidades) soriletida a pro- 
t e d l i s i s  controlada con tripsina-acrilamida despu6s de fosforilacidn 
(ver  Hateria les y M6todos ) 
C- Fracci6n 6-100, t ipo  insensible (ZOO pg; 600 unidades) . La fracci6n 
PDE I1 fue cromatografiada por Sephacryl S-300 y Sephadex 6-100 (frac- 
cidn 6-100) y sometida a fosfori  laci6n corn s e  describe en Hateriales 
y t,lgtodo~). 
En m i  tades de rodaja se  dos6 actividad'de fosfodiesterasa ( m )  e incorpo- 
racidn de 3 2 ~  (0) . 
a '  - c '  : Perfi i de Proteinas tefiidas con azul de coomassie de cada una de 
l a s  muestras, 
a" - c w  : Autorradiografia de cada una de l a s  muestras correspondientes. 
Distancia de migracibn 
geles de pol i acri 1 anida 1 os efectos de 1 a tri psi n i  zacidn control ada con 
t r ips i  na-acri 1 amida de la entima fosfori lada previamente. Como puede ver- 
s e  (figura 10 b. ), l a  marca de f6sforo desaparecid completanente, en tan- 
to que 1 a amp1 i t u d  del pic0 de  activi dad asi  corn el  perfi 1 de bandas de 
proteinas fue pricticamente id6ntico (figura 10 b '  y b1 I). De esta mnera 
se evidencia que l a  regi6n de fosforilaci6n estb conprendida en la  .regidn 
removi ble por prote6l i s i s  . Resul tados coincidentes s e  hati obtenido en un 
estudio similar en e l  cual primero se procedid a t r ips inizar  la  prepara- 
::32 
cidn enzimztica y luego a fosforilarla. .  cot1 ATP-[r . P L y se atla1 izaron 
10s perfiles de actividad enzimitica y radioactividad ell geles de pol ia- 
cri  1 amida. Aqui tarflpoco se encontrd i ncorporaci 6n de marca radioacti va 
a l as mol6culas fosfodiestergsicas ( resul tados no mstrados) . 
Con el  propdsito de estudiar si l a  prote6lisis end6gena tambi6n re- 
mueve l a  regibn fosforilable de l a  mol6cula enzimatica, s e  someti6 al t i -  
po PDE I1 proveniente de cromatoprafia en DEAE-celulosa, a 10s pasos de 
pur i  ficacihn de Sephacryl S-300 y Sephadex G-100. A l a  preparacidn asf ob- 
3 2 tenida se la incub6 en condiciones fosforilantes con ATP-[r P ] y  se  la 
a ~ ~ a l i z b  por electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones no des- 
naturalizantes (figura 10 c.). Como puede verse, no aparece fosfato radio- 
active que acompafie a l a  actividad fosfodiesterLsica n i  a ninguna otra 
banda de proteina (figura 10 c '  y c"). 
La protedlisis endbgena, a1 igual que l a  tripsinizaci6n controlada, 
elinina de la mol6cula de PEE la regidn fosforilable. Este resultado re- 
fuerza aque il os que se obtuvieron en 10s que se  demuestra que el t ipo PDE 
I1 es product0 de la prote6lisis del t ipo PDE I. 
D I S C U S I O N  
Ha s ido descripta l a  presencia de m i i l  t i p l e s  formas de fosfodi  estera- 
sas de nucle6tidos c i c l i cos  en muy diversos organismos, especialmente en 
t e  j idos de mami f e n s  (Strada y Thompson, 1978) . As1 se han descri pto 
formas de fosfodiesterasas de AMP c i c l i c o  de a l t a  Km activables por ca l -  
modulina, las de a1 t a  lafinidad por e l  AMP c i c l  i c o  insensibles a calmodu- 
1 ina, las mixtas que h id ro l  izan tanto AtjP c i c l  i co corn GMP c i c l  ico. Se 
han descripto formas cinet icas de fosfodiesterasas de nucledtidos c i c l i -  
cos psrteneci entes a un mismo te j ido,  como 1 as de mucosa de colon de ra ta  
(Craven e t  a1 , 1983). En eucariontes i n fe r i o res  tambign se ha descripto 
polimorfismo de fosfodiesterasas. En levadura de panaderia se han descrip- 
t o  dos formas, una de a1 t a  Km, soluble, que h i d r o l i z a  N4P c i c l  i co  y GMP 
c i c l i c o  (Fujimoto e t  a1 , 1974; Londesborough y Suoranta, 1983) y o t ra  m i -  
crosomal, de baja Km y especPf i~a para e l  NIP c i c l i c o  (Londesborough y 
Jonkkari, 1982). En N. crassa se han descr ipto diversas formas de fosfo- 
diesterasas de nucledtidos c i c l  icos (TGllez-Iii6n e t  a1 , 1982) con d i s t i n -  
t a  especi f ic idad de ius t ra to ,  algunas de l as  cuales presentan formas a- 
gregadas . Estos consti tuyen a l gunos ejempl os dentro de 10s numerosos exis- 
tentes que evidencian e l  amp1 i o  pol imor f i  smo de 1as fosfodi  esterasas de 
nucl e6 t i  dos c i c  1 i cos . Puede plantearse que cuando l as d i  versas fosfodi  es- 
terasas de un t i p 0  ce lu lar  d i f ieren en l a  afinidad de sustrato, l a  espe- 
c i f i c i d a d  de sustrato o l a  modulacien por efectores, podria suponerse que 
estas enzimas no estiin re1 acionadas es t ruc tura lmnte  entre s i .  S in  embar- 
go, cuando las  mfi l t iples formas de un mismo t i p o  ce lu lar  son i nd i s t i ngu i -  
b les por c r i  ter ios cineticos o regu latorios simples, surgen dos cuestio- 
nes : si I as varias fornas e s t h  interrelacionadas o son interconverti bl es 
y si t a l  interrel  aci6n posee a lgcn s i g n i  ficado metabdlico o regulatorio. 
En es t e  trabajo s e  describe l a  presencia de mlrltiples formas de fos- 
fodiesterasa de AMP ciclico en e l  hongo 11. rouxii, cuya presencia depende 
del estado de crecimiento del micelio. Una fonna activable p r  fosforila- 
ci6n o por prote6lisis controlada (PX I )  que eluye a baja fuerza idnica 
en cromatografia en DEAE-celu losa y es l a  Onica foma presente en celul as 
con t u b 0  germinal inci piente. Una forma insensibl e a 1 a regul aci6n por 
anbos mecanismos de fosfori lacidn y prote6lisis (PDE 11) que eluye en 
cromatografia en DtAE-cel ulosa a mayor fuerza i6nica y es el t ipo p*do- 
minante en pregaraciones de mice lios cosecilados en fase estacionaria. 
Una mezcla de ambas formas en proporciones variables aparece en pre- 
paraciones de mice1 ios cosechados en fase exponencial media. Tambi6n s e  
pudo demostrar que la  foma insensible puede obtenerse por prote6lisis 
contmlada a par t i r  de l a  form acti iable y gue es altamente probable que 
esta sea 1 a causa del pol irmrfismo en las  preparacioncs. La heterogenei- 
dad molecular se  acentira con el  transcurrir del tiernpo y va a1 terando el  
tamafio molecular de l a  enzima. 
Hasta e l  momento no se ha podido d i  lucidar el  significado metabdlico 
de la aparici6n de las  nCll t ip les  formas, esto es, si e l  proceso proteol i- 
t ic0  responsable aparentemente del polimorfismo ocurre i n  vivo o si la 
1 iberaci6n general izada de actividades protehsicas conduce a ,  la prote6l i- 
s i s  de l a  PDE de MUCOR durante l a  prcparacidn de 10s extractos. Algh 
elemento de juicio para resolver es te  problema l o  aportaria e l  estudio de 
dichas act iv idades p ro teo l i l i cas ,  invest  igando l a  pos ib le  e x i  s tenc ia  de 
alguna especi f ica o intimamente relacionada con l a  PDE, corn ha s i do  des- 
c r i p t o  para o t ros  sistemas (Strewler y tlanganiello, 1979). 
No ha s i do  estudiado hasta ahora e l  estado de ac t i vac idn  de l a  PDE a 
r o 1 argo de l crec in iento f i 1 amentoso. Exi'sten en l a  l i t e r a t u r a  -diversos 
estudios acerca de cambios en 10s n ive les  de ac t i v idad  de fosfodiesterasa 
durante 10s c i c l o s  de crecimiento, como por ejemplo, en c u l t i v o s  prima- 
r i o s  de hepatoci tos de r a t a  adu l t a  (Lad e t  a1 , 1984), en e l  desarrol  l o  
tenprano de embri6n de p o l l o  (~deuman, 19831 o durante l a  agregacidn ceiu- 
l a r  y di ferenc iac idn para formar cuerpos f r u c t i f i c a n t e s  en Dic tyoste l ium 
discoideum ( ~ u l l e n s  e t  a l ,  19841, En M. rouxi  i, l a  suscep t ib i l  i dad  a l a  
act ivac idn por  f o s f o r i l a c i 6 n  de l a  fosfodiesterasa podr ia  e x p l i c a r  cam- 
b ios  revers ib les  en e l  n i v e l  de act iv idad de l a  enzima. Recientemente, en 
nuestro laborator io ,  ha s ido estudiada l a  ac t i v idad  fosfod iesterZs ica du- 
rante l a  morfog6nesis aer6bi'ca levadura-micel.io de 1.1. r o u x i i  (Cantore e t  
a l ,  1983). Se ha demostrado un miiximo de ac t i v idad  de PM coincidente con 
un minimo en e l  n i v e l  i n t r a c e l u l a r  de AMP c i c l i co ;  es te  punto de m6xima 
ac t i v idad  resu l t a  casi  no estimable ba jo  condiciones f o s f o r i l  antes, l o  que 
i n d i c a r i a  que la  enzima es ta r i a  fosfori lada en dicho momento de l a  morfo- 
ggnesis. S i  b ien har ian f a l t a  estudios adic ionales para camprobar l a  va- 
l i d e z  f i s i o l o g i c a  de este mecanismo de regu1aci6n por  f o s f o r i l a c i 6 n  de l a  
PDE de - MUCOR, estos representan resul  tados p r e l  iminares nuy i m p r t a n t e s  . 
TambiGn contr ibuir l 'a a1 entendimiento del s i gn i f i cado  f i s i o l 6 g i c o  del 
s i s tena  regu la to r io  e l  estudio de l a  desfosfor i lac i6n de l a  fosfodiestera- 
sa i n  vivo. En M. r o u x i i  han sido descriptas act iv idades de fosfatasas de 
fosfoprotel'nas (Seigelch i f e r  y Passeron, 1984) y tambien se ha -demstrado 
en extractos poco pur i f icados del  hongo, l a  revers ib i l idad  de l a  act iva- 
c idn a traves de incubaciones en cot~diciones desfosfori lantes (Moreno e t  
a1 , 1982). Serl'a de i n te r&  i nvestigar la existencia de una posi b l e  ac t i -  
vidad de fosfatasa relacionada con l a  PDE. 
A l o  la rgo  de este t rabajo se ha podido demostrar concluyentemente 
que l a  act ivaci6n por fos for i lac idn  involucra l a  incorporaci6n de fosfato 
directamente en la  mol6cu l a  fosfodiester6sica ( f i gu ra  10. ). Tambign se ha 
podido estudiar  del  mismo nodo, es dec i r  a traves de l a  incorporacidn de 
fosfato radioactivo, 1 a in te r re lac ibn  molecular de anbos procesos de a c t i  - 
vacibn, fos fo r i lac idn  y pro ted l i s is .  La regidn que contiene e l  o 10s s i -  
t i o s  de fos fo r i l ac idn  de l a  rnoliicula enzimstica se h a l l a  comprendida en 
l a  regidn susceptible a prote6l i s i s .  De este modo, podria suponerse que 
tanto l a  fos fo r i l ac i6n  como l a  p ro te6 l i s is ,  aunque 6sta en forma i r rever -  
sib1 e, conduci r i an  a una a1 te rac i  6n conformaci ona l cuyas consecuencias 
serian un increment0 de l a  Vm, como se discut i ra '  mis adelante. Este meca- 
nismo basado en la  coincidencia topogrdfica de las zonas regu lab ies por 
fos for i lac idn  y por prote6l i s i s  ya'ha sido descripto para otras act iv ida-  
des enzimdticas (1;aufman y Fisher, 1974; Abita e t  al ,  1976); para estos 
sistemas se ha propuesto un rflodelo en e l  cual l a  mol6cula enzini i t ica con- 
tendr ia un "dominie" i nh ib idor  que serFa desplazado de su s i t i o  i n h i b i t o -  
r i o  por l a  adici6n revers ib le  de g r u p s  fos fa to  que e jercer ian una repul- 
s i6n electrostSt ica, o bien por l a  acci6n i r r e v e r s i b l e  de l a  p ro te6 l i s i s  
controlada. 
Un modelo s im i l a r  podria expl icar  en nuestro sistema l a  no ad i t i v i dad  
observada en ambos mecanisnos de activacidn. Como puede verse en l a  elec- 
t roforesis  en gel (figura 10 b ' )  el patr6n de bandas de proteina produci- 
do por t r i  p s i n i  zaci6n no dif iere  signi f i c a t i  vamente del de la preparaci6n 
de l a  .enzima "nativa" fosforilada (figura 10 a ' )  a p a r  de  que e s t e  t ra -  
tamiento e 1imin6 por completo la marca radioactiva. E l  proceso de prote6- 
1 isis que conduce a la heterogeneidad de especies de PDE es un proceso 
gradual que va generando las mfiltiples f o r m s  moleculares (ndtense las  
heterog6neas conductas cromatogr~ficas,  las variadas velocidades de sedi- 
mentaci6n y de migracidn en electroforesis  en gel,  10s diversos grados de 
activabil  idad a pa r t i r  de 10s extractos enzimiiticos y durante el  enveje- 
cimien to  de 1 a preparacion) . Este proceso proteol iti co gradual tamb i6r1 ha 
sido descripto para l a  fosfodiesterasa de nucledtidos c ic l icos  de a l t a  Km, 
estimulab le por calmodulina, de cerebro bovino (Tucker e t  a I ,  1981). Me- 
diante l a  tripsinizacibn en condiciones controladas de la  PDE de - tlUCOR 
'nativa'  s e  logrd elinii iar la regidn de fosforilacidll de l a  mol6cula en- 
zinztica alcanzandose un a l t o  grado de actividad por estimuiaci6n de la  
act i  vidad basa I .  
Tanto l a  fosforilaci6n corn la prote6l is is  conducen a aumentar l a  Vm 
de l a  actividad fosfodiester6sica sin una modi ficacidn apreciable de l a  
afinidad enzima-sustrato, a juzgar por 10s estudios cinet icos que s e  han 
realizado (Tabla 111). Si bien l a s  conclusiones son coincidentes con re- 
su 1 tados previ amente pub1 icados (fkreno e t  al , 1982), 10s val ores obteni- 
dos dif ieren;  esto puede deberse a que 10s estudios anter iores  fueron re- 
al  izados con una mezcla de 10s dos tipoS de enzima, activable 8 insensi- 
bl  e,  en una preparacibn mis enriquecida ell actividades proteol i t i c a s  en- 
dijgenas y ,  por 1 o tanto,  con un proceso de $rdi da de 1 a capacidad de ac- 
t i v a c i  6n miis ace lerado. 
Resul t a  muy importante destacar 1 as d i  f i  cul  tades presentadas a 1 o 
1 argo de 10s pasos sucesivos de pur i f i cac idn  en cuanto a 10s in ten tos  de 
alcanzar una minimizaci6n de l a  p r o t e 6 l i  s i s  end6gena. Estas d i f i c u l  tades 
son frecuentes en 1 os s isterx is eucariontes in fe r io res ,  part icularmente en 
hongos; t a l  e l  caso, por ejemplo, de B. emersonii en donde 10s estudios 
de regulacihn dc l a  quinasa de prote ina dependiente de c i c l i c o  se han 
hecho muy d i  f i c i  les por la  acc i  6n de proteasas endbgenas , cuya a c t i  vidad 
ha podido ser  minimizada recientemente por el uso de ant ipa ina en l a s  so- 
l uciones preparativas (Brochetto-Braga e t  a1 , 1982; Lopez-Games e t  a l, 
1983). 
Como se ha dernostrado a l o  l a r g o  de este  t rabajo ,  l a s  proteasas endb- 
genas conducen a un aumento de l a  ac t i v i dad  basal que hace perder l a  sus- 
c e p t i b i l i d a d  regu.latoria de l a  PDE de MUCOR. Esto ocurre a pesar de l a  i n -  
c l usion de i n h i  bidores de proteasas en 1 as soluciones prepart ivas, cuya. 
acci  6n no resul  t a  comp letamente s u f  ic4ent.e. E 1 tiempo de envejecimiento 
de las preparaciones enzimit icas es dramstico en cuanto a l a  p6rdida a l a  
suscept ib i  l idad regula tor ia .  Es por e l l o  que se buscaron procedimientos 
tendientes a a b o l i r  l a  accibn de las proteasas en l a s  preparaciones enzi- 
m a t i  cas. De acuerdo con esto , se modi f i  cd e l  medi o de cul  t i v o  de l hongo 
reempl azando l a  peptona por un h i d r o l  izado:. Scido de caseina con e l  obje- 
t o  de desfavorecer l a  inducci6n de proteasas; ademds, se ha procurado un 
metodo de ruptura 3el n i c e l i o  relat ivarnente suave con e l  f i n  de hacer m i -  
nima la  desintegraci6n de est ructuras subcelulares , en par t i cu la r ,  l i so-  
somas y vesicul  as portadoras de proteasas. Con estas rnodificaciones se ha 
podido atenuar l a  accidn proteol l t ica.  Asi ,  se ha podido p u r i f i c a r  e l  ti- 
po act ivable a l o  la rgo  de cuatro pasos y r e a l i z a r  10s estudios mecanis- 
t i cos  comentados. Es importante destacar que pese a todas esta modifica- 
ciones, en 1 a cromatografia en DEAE-celulosa aparece tambien e l  t i p o  no 
activab l e  ( PDE 11) en preparaciones he micel ios cosechados en fase expo- 
nencial media. Se ha demostrado que e l  estado de crecimiento del  ilongo es 
determinante para l a  aparic idn CMO Snica forr:ia del t i p o  act ivable (cu l -  
t i v o  de c6 lu  las con tubo germinal incipiente) o de una mezcla de propor- 
ciones var iables de ambas formas activable e insensible. La pur i f i cac i6n  
de l a  ac t iv idad enzim5tica requiere de una cantidad abundante de mater ial  
b io ldg ico como punto de part ida; de a l l 1  que resu l te  necesario t rabajar  
con un mice l io  de fase exponential media de crecimiento, cuyo rendimiento 
es aucho mayor. 
t n  s in tes is ,  se ha podido avanzar en l a  pur i f i cac idn  de l a  enzima ac- 
t ivable,  aunque no su f ic ien temnte  como para alcanzar un grado de homge- 
rn 
neidad de 1 a enzima , conservando aQn su suscepti b i l  i dad regulator ia.  Con 
e l  objeto de reducir  e l  nGmero de pasos de pur i f i cac i6n  y de acortar 10s 
tiempos de envejecimiento de l a  preparacib,  se i n ten t6  l a  u t i  l izac ibn de 
crmatograf fas de af in idad (cromatografia en Azul 2 - agarosa; cromatogra- 
f i a  en AMP c i c l i c o  - agarosa) con resultados negativos. Un medio que se po- 
drfa i n ten ta r  en un fu tu ro  con e l  objeto de reducir  e l  consumo de tiempo 
durante las preparaciones y que ha sido u t i  1 izado ex i  tosamnte en s i  stemas 
con d i f i c u l  tades parecidas, es e l  desarrol l o  de inmunocromatografias no 
desnatural izantes (~cott- ans sen y Beavo, 1982; Levin e t  a1 , 19132) . 
En re l acidn con l a s  variadas a c t i v i  dades fosfodi  es te r i s i  cas de nucl e- 
6tidos cicl icos descriptas en 10s diversos sistemas, es l a  primera vez 
que se  describe. en eucariontes inferiores 1 a combinaci6n de 10s mecanis- 
mos de regulaci6n descriptos en organisms superiores de fasforilaci6n 
dependiente de M1P cicl ico (Marchmnt y Houslay, 1980, a y b] y de prote- 
6 l i s i s  (mik i  y Yoshida, 1972; Sakai e t  a1, 1973; Epstein e t  a l ,  1978). En 
extractos de mioblastos y mfisculo esquel6tico de ra ta  se ha descripto un 
sistema de mQltiples formas de fosfodiesterasas de AHP cfclico de a l t a  
afinidad por el sustrato (~arindrasorasak e t  a l ,  1982; Ball e t  a1, 1980). 
Las nclt iples formas encontradas derivaron por procesos de agregacidn o 
de protedlisis de una form oricinal , la cual es capaz de se r  activada 
por un proceso de fosforilaci6n dependiente de AflP cic l ico  o por prote6- 
lisis controlada. En es te  sistema s e  plantea que al@&ik de l a s  formas 
enzirnlticas son a r t i  f ic ios  del proceso de hasogenizacidn. En el sistema 
de - MUCOR no s e  ha podido dilucidar, como ya se ha conentado, si l a s  mQlti- 
ples fornas ocurren i n  vivo o despu6s de l a  preparaci6n de 10s extractos 
enzim5ticos. Ue todas maneras se  deberd investigar es te  problema a travgs 
I '  de &os enfoques experimentales. Es importante destacar l a  analogia apa- 
rente del sistema de fosfodiesterasa de - MUCOR con el descriptb en miobl as- 
tos y mGsculo de rata (Narindrasorak e t  a l ,  19b2) antes comentado, dado 
que este 61 timo corresponde a un sistefna biol6gico mucho rn5s compl ejo y a 
una l lnea de evol uci6n totalmente di  sti nta. 
La complejidad del sistema regul atorio de l a  PDE de - 11UCOR, junto a 
otros sistemas enzimiti cos regu lab les descri ptos en es te  hongo , t a l  como 
l a  regulacidn por fosforilaci6n dependiente de AI?P cic l ico  de l a  trehala- 
sa (Debrerchin y Van Laere, 1984) harian a este ggnero de hongos portador 
de un sistema metab6 lico a1 tam 
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